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1. Einleitung 
 
Streptococcus pneumoniae ist laut WHO einer der bedeutendsten Krankheitserreger mit rund 
2 Millionen Todesfällen pro Jahr weltweit [97]. 
Pneumokokken sind bedeutende Infektionserreger von Otitiden, Pneumonien und Meningiti-
den, insbesondere bei speziell prädisponierten Patientengruppen. 
Penicillin ist das Antibiotikum der Wahl zur Bekämpfung von Pneumokokken-Erkrankungen, 
allerdings wurde vor allem in den letzten fünf Jahren ein Anstieg der Penicillin-Resistenz in 
Deutschland beobachtet [1]. 
Bestimmte Serotypen, z.B. Serotyp 6B, 23F sowie 19F und 19A stellen einen hohen Anteil 
der Penicillin-resistenten Pneumokokken. Multiresistente Serotyp-23F-Klone sind vor allem 
in Spanien zu finden, verbreiten sich aber seit 1980 weltweit [73]. 
Mit Hilfe des „Multilocus Sequence Typing“, einer molekularbiologischen Methode, soll der 
Serotyp 23F in dieser Arbeit näher untersucht werden. 
 
 
1.1. Pneumokokken als Krankheitserreger 
 
1.1.1. Morphologie und Eigenschaften 
 
Streptococcus pneumoniae ist ein grampositives, ovales bis lanzettförmiges Bakterium mit 
einem Durchmesser von 1,2–1,8 µm. Jeweils zwei Pneumokokken lagern sich mit der Basis 
aneinander, weshalb sie auch als Diplokokken bezeichnet werden. 
Sie sind katalase-negativ und fakultativ anaerob. Meist besitzen Pneumokokken eine 
Polysaccharidkapsel und werden "smooth" genannt, während Stämme ohne Kapsel als 
"rough" bezeichnet werden und für Menschen nicht pathogen sind [53]. 
Die Kapsel, das Hauptantigen der Pneumokokken, dient als Grundlage zu ihrer Einteilung in 
90 Serovare. Zudem bedingt sie ihre Virulenz, indem sie die Bakterien vor Phagozytose durch 
Makrophagen schützt und den Eintritt in die Blutbahn und das ZNS vermittelt. Einen anderen 
Virulenzfaktor stellt das Pneumolysin dar, ein Toxin, das in der Lage ist, Endothelzellen zu 
beschädigen und dadurch die Blut-Hirn-Schranke außer Kraft zu setzen [133]. Bei Anzüch-
tung auf Blutagar bilden Pneumokokken kleine, runde, kuppelförmige, schleimig aussehende 
Kolonien mit einer charakteristischen zentralen Delle und zeigen α-Hämolyse (siehe Abb.1). 
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Sie werden aufgrund ihrer Gallelöslichkeit und ihrer 1912 von Morgenroth und Kaufmann 
beschriebenen Sensibilität gegenüber Optochin identifiziert [78]. Außerdem können sie mit-
tels Serotypisierung aufgrund ihrer Kapsel charakterisiert werden. Bei der Verbreitung der 
Penicillin-Resistenz in Europa spielen bestimmte Pneumokokkenklone eine entscheidende 
Rolle. Zu einem Klon gehören Isolate, die genetisch eng miteinander verwandt sind und sehr 
ähnliche Eigenschaften besitzen. Ein Beispiel ist der Klon Spanien-23F-1, zu dem alle Isolate 
gezählt werden, die mit diesem multiresistenten, erstmals in Spanien aufgetretenen Stamm, 
genetisch verwandt sind und das gleiche Resistenzprofil zeigen. 
 
 
 
Abb.1 : Pneumokokken-Kolonien auf Blutagar mit Bildung einer zentralen Delle - Folge der 
Autolyse der Bakterien 
 
1.1.2. Pneumokokken-Infektionen 
 
Pneumokokken kommen physiologisch im oberen Respirationstrakt vor, können aber unter 
bestimmten Umständen, z.B. bei prädisponierten Personen, Krankheiten auslösen. Übertra-
gungsmodus ist die Tröpfcheninfektion, so dass die Ausbreitung über die Hände, wie z.B. bei 
Staphylokokken, nur eine untergeordnete Rolle spielt, und eine Übertragung in Krankenhäu-
sern nur selten vorkommt. 
In Deutschland sterben jährlich etwa 12000 Menschen an invasiven Pneumokokken-
Infektionen. Streptococcus pneumoniae ist ein wichtiger Erreger der akuten Sinusitis, der 
akuten Otitis media und der Konjunktivitis [68]. Es verursacht die meisten ambulant 
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erworbenen Pneumonien [74] und neben Meningokokken die meisten bakteriellen 
Meningitiden [105]. Die Pneumokokken-Pneumonie manifestiert sich insbesondere durch 
plötzliche Fieberschübe, Husten, Dyspnoe und Pleuraschmerz. Eine Meningitis entsteht 
überwiegend hämatogen durch eine Bakteriämie, die bei Pneumokokken-Infektionen in 10-
15% der Fälle vorliegt [2; 65]. 
 
In einer weltweiten Studie aus England konnte ein Zusammenhang zwischen dem Alter der 
Patienten und der Häufigkeit bestimmter Serotypen festgestellt werden. Der Serotyp 23 ist 
beispielsweise ungewöhnlich häufig in der dritten Lebensdekade zu finden, während die Häu-
figkeit einer Infektion mit Serotyp 3 oder 8 mit steigendem Alter zunimmt. Außerdem konnte 
eine spezifische geographische Verbreitung bestimmter Serotypen beobachtet werden [14; 84; 
107]. Insgesamt verursachen weltweit nur sechszehn bis zwanzig Serotypen etwa 90% der 
invasiven Erkrankungen. 
 
Mittel der Wahl zur Therapie von Pneumokokken-Erkrankungen stellt in Deutschland immer 
noch das Penicillin G dar [6]. Auch bei intermediär-resistenten Stämmen wird dieses Medi-
kament, allerdings in höherer Dosierung, erfolgreich eingesetzt. Meist sind diese Stämme al-
lerdings Ampicillin- und Cefotaxim-empfindlich, so dass auch diese Antibiotika zum Einsatz 
kommen. In Bezug auf Atemwegsinfektionen stellen neuere Fluorochinolone (z.B. 
Levofloxacin und Moxifloxacin) eine gute therapeutische Alternative dar. Bei einer mini-
malen Hemmkonzentration (MHK) für Cefotaxim von 0,5-1 mg/l muss besonders bei der 
Behandlung der Meningitis gegebenenfalls mit Vancomycin kombiniert werden [97]. 
Infektionen mit hochgradig Penicillin-resistenten Stämmen sind schwierig zu behandeln, weil 
häufig zusätzlich eine Multiresistenz vorliegt.  
 
 
1.1.3. Prädispositionen für Pneumokokken-Infektionen 
 
Prädispositionen für Pneumokokken-Infektionen sind vor allem Alkoholmissbrauch, Diabetes 
mellitus [61] und Abwehrschwäche durch Immunsuppression, Transplantationen [22; 69; 
121], HIV-Infektion [50; 87; 104; 106], onkologische Erkrankungen [34; 101] oder Unterer-
nährung. Eine besondere Prädisposition zeigen Splenektomierte, bei denen Streptococcus 
pneumoniae das OPSI-Syndrom (overwhelming postsplenectomy infection) hervorruft [70]. 
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Dieses stellt eine schleichend beginnende, dann schnell fortschreitende und lebensbedrohliche 
Pneumokokken-Sepsis dar, die mit hohem Fieber und disseminierter intravasaler Gerinnung 
einhergeht.  
 
Ein hohes Erkrankungsrisiko besteht für Kinder in den ersten beiden Lebensjahren [3] und für 
Menschen über 50 Jahre [12; 55]. Für die zuletzt genannte Altersgruppe stellt wohl die Pneu-
mokokken-Pneumonie hinsichtlich Inzidenz und Letalität die bedeutendste bakterielle Infek-
tionskrankheit dar [97]. Die Inzidenz von systemischen Pneumokokken-Infektionen bei 
Kindern unter fünf Jahren betrug 1997 in Deutschland 10,8/100.000 Kinder. Bei Kindern 
stehen im Gegensatz zu Senioren Meningitis und Sepsis als vorherrschende Infektionsmani-
festationen im Vordergrund. Ein Hörverlust ist die häufigste Spätfolge einer Pneumokokken-
meningitis. 
 
1.1.4. Pneumokokken-Impfung 
 
Besonders die oben erwähnten Risikogruppen müssen vor einer Pneumokokken-Infektion 
geschützt werden. Dies wurde möglich durch die Entwicklung einer 23-valenten Vakzine, die 
die Kapselpolysaccharide der Serotypen enthält, die am häufigsten Infektionen auslösen [88; 
100]. Diese Serotypen sind 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F und 33F. Die Impfung deckt in Deutschland etwa 90% der 
Pneumokokken-Infektionen bei Erwachsenen ab. Die Ständige Impfkommission (STIKO) 
empfiehlt die Impfung für Patienten mit chronischen Herz-, Lungen- und Lebererkrankungen, 
Erkrankungen der blutbildenden Organe, Asplenie, Sichelzellanämie, Immundefekten, Dia-
betes mellitus, Liquorfisteln und für Menschen über 60 Jahre. Diese Impfung wirkt allerdings 
nicht bei Kindern in den ersten beiden Lebensjahren, die aber ebenfalls zur Risikogruppe ge-
hören [123]. 
Seit März 2001 steht eine 7-valente Vakzine zur Verfügung, bei der im Gegensatz zur 23-va-
lenten Vakzine die Kapselpolysaccharide an Protein-Carrier [r(CRM197)] gebunden sind. 
Somit kann sie vor allem bei Kindern in den beiden ersten Lebensjahren eingesetzt werden. 
Es sind die Serotypen 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F und 23F enthalten [7; 8]. 
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1.2. Antibiotika-Resistenzen 
 
1.2.1. Resistenz-Mechanismen 
 
Definitionsgemäß spricht man von vermindert Penicillin-empfindlichen Pneumokokken bei 
einer MHK zwischen 0,12 und 1 mg/l. Eine Resistenz, häufig auch als hochgradige Reistenz 
bezeichnet, liegt ab einer MHK von >2 mg/l vor. 
Pneumokokken besitzen eine hauptsächlich aus Murein bestehende Zellwand, die das gesamte 
Bakterium umhüllt [112; 126]. Dieses Murein besteht aus Polysaccharidketten, die durch 
Peptide vernetzt sind. Pneumokokken besitzen Enzyme, die diese Vernetzung katalysieren, 
sogenannte PBPs (Penicillin-bindende Proteine). Betalactam-Antibiotika wie Penicillin bin-
den an diese PBPs und hemmen sie. Dadurch stören sie die Verknüpfung des Mureins, und es 
kommt zur Lyse der Bakterienzelle. Verschiedene Bakterien-Spezies besitzen unterschiedli-
che PBPs. Streptococcus pneumoniae besitzt die PBPs 1a, 1b, 2x, 2a, 2b und 3. Durch Muta-
tionen innerhalb fünf der sechs PBPs (bei PBP 3 wurden bisher noch keine Mutationen be-
schrieben) kommt es zur Resistenz gegenüber Penicillin und anderen Betalactam-Antibiotika 
durch Störung der Bindungskapazität.  Penicillin kann somit nicht mehr in vollem Umfang 
wirken [63; 64].  
Ursache für die Entwicklung der Resistenz durch Mutation der PBPs sind vermutlich Gen-
transfer und Rekombination. Es konnte gezeigt werden, dass PBP 2b, 2x und 1a Mosaikgene 
darstellen [63; 64]. In diesen Genen resistenter Pneumokokken sind bestimmte Sequenzbe-
reiche durch homologe Sequenzen ersetzt, die sich von denen sensibler Isolate in ca. 20% der 
Nukleotide unterscheiden. Diese Bereiche (Mosaikblöcke) stammen von verwandten Spezies 
(vergrünenden Streptokokken), z.B. Streptococcus mitis oder Streptococcus oralis, deren Pe-
nicillin-sensible Vertreter in diesem Gen Sequenzen aufweisen, die zu 95% identisch mit 
denen resistenter Pneumokokken sind [25]. 
 
Für die Makrolid-Resistenz bei Streptococcus pneumoniae sind hauptsächlich zwei Mecha-
nismen verantwortlich. Zum einen gibt es den MLSB-Phänotyp. Hier ist die Resistenz assozi-
iert mit dem erm-Gen und zurückzuführen auf die Methylierung eines spezifischen Adenin-
Rests. Dadurch wird die Affinität der Makrolid-Antibiotika zum Ribosom, der Zielstruktur, 
vermindert [124]. Bei dem anderen Resistenztyp handelt es sich um den M-Phänotyp, der auf 
dem mef(E)-Gen beruht [117].  
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1.2.2. Penicillin-Resistenz weltweit 
 
Die ersten Penicillin-resistenten Stämme wurden 1965 in Boston isoliert [54]; diese Stämme 
waren allerdings Laborstämme. In den 70er Jahren wurden erstmals resistente Stämme auch 
von Patienten isoliert, beispielsweise in Australien und Neu-Guinea [56]. Einige dieser Klone 
schienen über erhöhtes Ausbreitungspotential zu verfügen, denn die Penicillin-resistenten 
Isolate verbreiteten sich bis zum Ende der siebziger Jahre weltweit. 
 
Eines der Länder, in dem schon früh eine hohe Prävalenz vermindert Penicillin-empfindlicher 
Stämme vorlag, war Spanien. Zum ersten Mal wurden sie dort in den späten 70er Jahren ent-
deckt. Danach nahm ihre Häufigkeit rapide zu [26; 32]. 
Die ersten hochresistenten Isolate traten Ende der 70er Jahre in Südafrika auf [39]. Gleichzei-
tig entwickelten sich Resistenzen für andere Antibiotika wie Cephalosporine, Tetracycline, 
Makrolide und Choramphenicol [36]. 
Dramatische Anstiege der Penicillin-Resistenz konnten auch in Israel, Polen, Südafrika, den 
USA, Frankreich, Südkorea und einigen anderen asiatischen Ländern beobachtet werden, in 
denen Antibiotika großzügig verschrieben wurden [20]. In Südafrika stieg die Resistenz von 
18% im Jahr 1994 auf 25% im Jahr 1998 [48], in den USA lag sie 1998 ebenfalls bei 24% 
[128]. In Frankreich betrug die Rate vermindert Penillin-empfindlicher Isolate 1999 sogar 
39%, 10% davon hochresistent [14]. Die mittlerweile bei weitem höchsten Resistenzen sind in 
Asien zu verzeichnen. Korea besitzt mit 79,9% vermindert Penicillin-empfindlichen Stämmen 
die höchste Rate, gefolgt von Japan (65,3%), Vietnam (60,8%), Thailand (57,9%), Sri Lanka 
(41,2%), Taiwan (38,7%), Singapur (23,1% ) und Indonesien (21,0%) [114].  
In Österreich, der Schweiz, Deutschland, den Niederlanden [43], Großbritannien [3; 52], 
Italien und den Ländern Nordeuropas [42; 84] sind Penicillin-Resistenzen von nur 5-10% an-
zutreffen [130]. Die häufigsten Serotypen, die die Penicillin-resistenten Isolate stellen, sind 
die Serotypen 23F, 9V, 19F, 6B und 14 [37; 44; 46; 47; 60]. In Spanien sind fast alle Isolate 
dieser Serotypen Penicillin-resistent, und ein Viertel aller Meningitiden wird mittlerweile von 
einem der drei Penicillin-resistenten Hauptklone Spanien-23F-1, Spanien-6B-2 und Frank-
reich-9V-3 verursacht [33]. Eine multinationale Studie aus Kanada, Großbritannien, Spanien, 
Schweden und den USA zwischen 1993 und 1995 zeigte 32 vermindert Penicillin-empfindli-
che Stämme bei Patienten mit Bakteriämie. Hier war der Serotyp 14 mit 33% am häufigsten 
vertreten, gefolgt von 19F (27%) und 23F (15%) [42]. 
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Es gibt Zusammenhänge zwischen der Penicillin-Resistenz und dem Alter der Patienten. Die 
Serotypen 6, 19 und 23, also diejenigen, die den Penicillin-resistenten Isolaten dominieren, 
verursachen etwa zwei Drittel der Pneumokokken-Infektionen in den ersten beiden Lebens-
jahren [56]. Auch bei Erwachsenen werden die meisten Infektionen mit resistenten Pneu-
mokokken von diesen "Kindheits-Stämmen" verursacht, wobei die Prävalenz Penicillin-
resistenter Isolate unter den Erkrankten jedoch weit niedriger ist als bei Kindern. 
 
Großen Anlass zur Sorge hat die Arbeit von Nuorti et al. erregt, die einen Ausbruch von Peni-
cillin-resistenten Pneumokokken in einem Pflegeheim in Oklahoma untersuchte. Elf der 84 
Bewohner erkrankten, drei verstarben. Es handelte sich auch hier um den Serotyp 23F. Nur 
drei Bewohner waren geimpft. Aus diesem Grund konnte sich die Infektion so schnell aus-
breiten [86]. 
 
1.2.3. Penicillin-Resistenz in Deutschland 
 
Der erste hochresistente Pneumokokken-Stamm in Deutschland konnte 1992 im Zusammen-
hang mit einer Pneumonie eines 60-jährigen Mannes aus Aachen isoliert werden. Insgesamt 
sind hochresistente Pneumokokken aber bis heute sehr selten [98]. 
 
In den letzten fünf Jahren konnte im Rahmen dreier deutschlandweiter Studien des Nationalen 
Referenzzentrums für Streptokokken ein leichter Anstieg der Penicillin-Resistenz beobachtet 
werden. Die Rate vermindert Penicillin-empfindlicher Stämme lag 1992 bei 1,8%. Dies zeigte 
eine Studie von Reinert et al. In dieser Studie wurden von 1992 bis 1994 844 Isolate aus inva-
siven Pneumokokken-Erkrankungen, die von 40 deutschen Laboratorien eingeschickt wurden, 
unter anderem auf Serotyp und Resistenzeigenschaften untersucht [96]. Penicillin-resistente 
Stämme konnten in dieser Studie nicht isoliert werden, und auch eine geographische Häufung 
der vermindert Penicillin-empfindlichen Isolate war nicht zu erkennen. Das Durchschnittsalter 
der Patienten mit Infektionen durch vermindert Penicillin-empfindliche Isolate lag bei 63,3 
Jahren und die Inzidenz dieser Stämme war bei Kindern und Patienten mit schweren Zusatz-
erkrankungen nicht höher als im Vergleichskollektiv. Vier der fünfzehn vermindert Penicillin-
empfindlichen Isolate gehörten dem Serotyp 23F an. 
Diese Studie wurde dann bis zum Jahr 2000 fortgeführt. Die Penicillin-Resistenz stieg auf 
5,8% im Jahr 2000 [95]. Im gesamten Zeitraum wurden 2586 Isolate aus 60 Laboratorien 
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Deutschlands wie in der zuvor genannten Studie untersucht. Insgesamt waren 3,3% der Isolate 
vermindert Penicillin-empfindlich, aber es konnten nur zwei resistente Stämme gefunden 
werden. Von den 64 vermindert Penicillin-empfindlichen Isolaten wurden 49 serotypisiert, 
dominierend war hier der Serotyp 23F mit 22,4%. Im Gegensatz zu der Publikation von 1992 
konnte hier beobachtet werden, dass die höchsten Prävalenzen vermindert Penicillin-
empfindlicher Stämme in Mittel- und Westdeutschland, die geringsten im Norden vorkamen. 
Die Serotyp-Verteilung der vermindert Penicillin-empfindlichen Pneumokokken dieser Studie 
kann Abb. 2 entnommen werden. 
 
Abb. 2: Verteilung der Serotypen vermindert Penicillin-empfindlicher Pneumokokken-Isolate 
in Deutschland, 1992-2000. 
 
In einer anderen deutschlandweiten Studie [125] von 1997 und 1998 unter Beteiligung aller 
Kinderkrankenhäuser und mikrobiologischen Laboratorien, konnten zehn (3,3%) vermindert 
Penicillin-empfindliche Stämme, jedoch keine resistenten gefunden werden. 
Zwischen November 1998 und April 1999 wurden in neunzehn verschiedenen mikrobiologi-
schen Laboratorien 961 Pneumokokken-Isolate gesammelt, von denen 6,6% vermindert 
Penicillin-empfindlich waren [99].  
Neben der ansteigenden Zahl an Penicillin-resistenten Klonen wurden auch Varianten der 
Hauptklone beobachtet, die sich im Serotyp von ihnen unterscheiden, unter anderem Serotyp 
19F und 19A, Varianten des spanischen 23F-1-Klons. [17; 28]. Auch diese entstanden ver-
mutlich durch genetische Rekombination [16]. 
23F
23%
6B
15%
9V
9%19A
9%
19F
8%
14
7%
15B
3%
6A
4%
andere
22%
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1.2.4. Multiresistenz 
 
Multiresistenz ist durch eine Resistenz des Erregers gegen mindestens drei Antibiotika-Klas-
sen gekennzeichnet. 
Der erste multiresistente Pneumokokken-Stamm wurde 1977 von einem Kind in Johannes-
burg isoliert. Länder mit höheren Prävalenzen multiresistenter Stämme wurden später Süd-
afrika und Spanien. Auch in Großbritannien und Italien stieg der Anteil der Multiresistenz 
[56]. Die ersten Stämme gehörten fast ausschließlich den Serotypen 6A und 19A an, später 
kam der Serotyp 6B hinzu. 
 
Multiresistente Klone sind mittlerweile in Spanien häufig zu finden [26]. Meist handelt es 
sich bei diesen Stämmen um die Serotypen 23F, 6B und 9V, neuerdings findet sich auch ein 
Serotyp 14-Klon, eine Variante des Frankreich-9V-3-Klons. Seit 1980 verbreiten sie sich je-
doch ebenfalls weltweit [28; 29; 57; 76; 79]. Die spanischen Hauptklone Spanien-23F-1 und 
Spanien-6B-2 sind resistent gegen Penicillin, Tetracyclin und Chloramphenicol [111], der 
französische Hauptklon Frankreich-9V-3 gegen Penicillin und Trimethoprim-Sulfamethoxa-
zol [38]. 
In den USA hat die Rate an multiresistenten Pneumokokken von 1994 bis 2000 um 13% auf 
22,4% zugenommen [24], in Südafrika lag sie 1998 bei 3,8% [48]. Auch in Bezug auf Multi-
resistenz liegt Asien mit an der Spitze. In Korea beträgt zum Beispiel die Rate an multi-
resistenten Isolaten 34% [113], und fast alle Penicillin-resistenten Stämme in Taiwan sind 
zusätzlich resistent gegenüber mindestens zwei anderen Antibiotika-Klassen [110]. 
 
 
1.3. Methoden zur Pneumokokken-Typisierung 
 
1.3.1. Neufeld-Quellungsreaktion  
 
1902 beschrieb Neufeld die Quellungsreaktion [5; 83], eine serologische Typisierungsme-
thode, bei der als Typisierungskriterium die Antigenität der Polysaccharidkapsel verwendet 
wird (siehe 3.7.). Diese Methode ist aufgrund ihrer geringen Arbeits-Aufwendigkeit, recht 
guter Zuverlässigkeit und Reproduzierbarkeit weit verbreitet.  
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Obwohl diese Methode universell angewandt wird, weiß man nicht, ob Isolate desselben 
Serotyps im Vergleich zur gesammten Pneumokokken-Population genetisch konform sind, 
oder ob sie so ungleich sind wie die Population selbst. 
 
1.3.2. Pulsfeld-Gel-Elektrophorese 
 
Mit Hilfe der Pulsfeld-Gel-Elektrophorese (PFGE) werden in einer Elektrophoresekammer 
durch ein pulsierendes Stromfeld DNA-Bruchstücke aufgetrennt, die zuvor mit Hilfe der Re-
striktion durch Enzyme (z.B. SmaI) entstanden sind. Hierbei entstehen je nach Länge der 
Fragmente charakteristische Bandenmuster, die dann verglichen werden können [66; 67; 103]. 
Meist besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem PFGE-Typ und dem Serotyp [40].  
Die PFGE ist eine gut geeignete Methode, um lokale Ausbrüche einer Erkrankung zu analy-
sieren, da sie sehr gut zwischen verschiedenen Klonen differenzieren kann. Aber aufgrund der 
Nutzung von hochvariablen, sich schnell und unerklärbar ändernden Teilen des Genoms ist 
sie für die Untersuchung von weltweiter Epidemiologie nicht besonders gut geeignet. Außer-
dem fehlt auch hier die angemessene Vergleichbarkeit, Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
und vor allem die Übertragbarkeit zwischen verschiedenen Labors. 
Weitere Probleme dieser Methode sind der hohe Zeit- und Arbeitsaufwand und die Fehleran-
fälligkeit. 
 
1.3.3. Multilocus Enzymelektrophorese 
 
Bei der Multilocus Enzymelektrophorese (MLEE) werden bestimmte Pneumokokkenenzyme 
isoliert und mit Hilfe einer Elektrophorese aufgetrennt. Durch Mutationen innerhalb der Nu-
kleotidsequenz ändert sich auch die Proteinsequenz der Enzyme und somit deren elektropho-
retisches Wanderverhalten. Somit kann durch Vergleich des Wanderverhaltens auf Ver-
änderungen in der Nukleotidsequenz rückgeschlossen werden. Hierüber werden dann die 
Isolate in Klone eingeteilt.  
Ein Vorteil gegenüber der PFGE ist, dass kontrollierte, definierte Teile des Genoms unter-
sucht werden, die sich nur langsam verändern. Dadurch kann die weltweite Epidemiologie 
von Streptococcus pneumoniae sehr gut erfasst werden. Und tatsächlich hat die MLEE sehr 
viel zum Verständnis und zur Differenzierung der Pneumokokken-Population beigetragen 
[80; 109].  
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Ein Nachteil ist, dass viele Nukleotidänderungen nötig sind, um eine Veränderung des Elek-
trophoreseverhaltens hervorzurufen; hierdurch ist diese Methode nicht so diskriminativ wie 
zum Beispiel die PFGE. Die Verlässlichkeit und Eindeutigkeit dieser Methode sind durch fol-
gendes Problem eingeschränkt: einerseits kann das identische Elektrophoreseverhalten zweier 
Isolate dadurch hervorgerufen werden, dass sie über die gleiche Nukleotidsequenz verfügen, 
andererseits aber auch dadurch, dass die Proteinsequenz der verschiedenen Enzyme völlig 
unterschiedlich ist, sie aber durch Zufall die gleichen Migrationseigenschaften aufweisen. Die 
MLEE ist nicht in der Lage, hierin zu differenzieren. Ähnlich der PFGE ist auch bei dieser 
Methode eine schlechte Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit gegeben. 
 
1.3.4. Multilocus Sequence Typing 
 
Bei Multilocus Sequence Typing (MLST) handelt es sich um eine Methode, die zuerst an 
Neisseria meningitidis aus der Multilocus Enzymelektrophorese entwickelt wurde, wobei al-
lerdings nicht der indirekte Weg über Analyse der Enzyme gewählt wird, sondern sofort die 
Nukleotidsequenzen charakterisiert werden [115]. Es werden vorgegebene, ca. 450 Basen-
paare (bp) lange Abschnitte von sieben Genen, nämlich aroE (Shikimate-Dehydrogenase, 405 
bp), gdh (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 459 bp), gki (Glukose-Kinase, 483 bp), recP 
(Transketolase, 448 bp), spi (Signalpeptidase I, 472 bp), xpt (Xanthin-Phosphoribosyl-Trans-
ferase, 486 bp), und ddl (D-Alanin-D-Alanin-Ligase, 441 bp) zur Charakterisierung der 
Pneumokokken genutzt. Es handelt sich bei diesen Genen um "Housekeeping-genes", also um 
Gene, die jedes Streptococcus pneumoniae besitzen muss. 
Durch Vergleich der Sequenzen mit einer zentralen Datenbank im Internet 
(http://www.mlst.net) wird diesen ein bestimmter Alleltyp zugeordnet. 
Hierbei wird ignoriert, an wie vielen Stellen sich die Allele unterscheiden. Grund hierfür ist 
die Tatsache, dass nicht geklärt ist, wie viele Änderungen in der Nukleotidsequenz aufgrund 
von Mutationen und wie viele durch Rekombination entstanden sind [27; 75; 116]. Man kann 
also nicht davon ausgehen, dass Allele, die sich in vielen Basenpaaren unterscheiden, ent-
fernter verwandt sind als ähnlichere Allele.  
Der MLS-Typ wird durch die Allelkombination der sieben Gene determiniert. Stämme mit 
der gleichen Allelkombination werden unter einem Sequenztyp (ST) zusammengefasst; zu 
einem Klon gehören Isolate mit demselben Sequenztyp und zusätzlich die Isolate, die sich 
von diesem in nur einem Gen unterscheiden. 
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Die Notwendigkeit einer neuen Typisierungsmethode ergab sich aus der Schwierigkeit, dass 
die Genotypen Penicillin-resistenter Klone immer weiter streuen und es zu Wechseln des 
Serotyps kommt. Keine der bisher angewandten Methoden ist mehr in der Lage, die Klone 
eindeutig zu definieren [131]. 
MLST ist eine Methode, mit der eine Möglichkeit besteht, dieses Problem zu lösen. Sie kann 
Millionen Genotypen unterscheiden und so eine eindeutige Zuordnung zu Klonen ermögli-
chen, denn die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Isolate per Zufall und nicht durch Verwandt-
schaft das gleiche Allel-Profil aufweisen ist extrem gering [131]. 
 
Weltweit wurden in vielen verschiedenen Ländern Pneumokokken mit Hilfe des MLST ver-
glichen, z.B. in Spanien, Taiwan [110], USA, Frankreich, Großbritannien und den 
Niederlanden.
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2. Thema dieser Arbeit 
 
Von 1992 bis zum Jahr 2000 wurden Pneumokokken-Isolate aus ganz Deutschland zum Na-
tionalen Referenzzentrum für Streptokokken in Aachen geschickt. Aus der daraus entstande-
nen Stammsammlung wurden Isolate des Serotyps 23F zur Untersuchung ausgewählt, da 
diese Stämme den größten Anteil an vermindert Penicillin-empfindlichen Stämmen in 
Deutschland besitzen. 
Nach Anlegen der Datenbank sollten die Stämme mit Hilfe des Multilocus Sequence Typing 
molekularbiologisch bearbeitet werden. Hierbei wurde anhand der Sequenzierung von sieben 
Pneumokokken-Genen die Verwandtschaft der deutschen Isolate mit weltweit verbreiteten 
Klonen untersucht. 
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3.  Material und Methoden 
 
 
3.1. Die Stämme 
 
Im Nationalen Referenzzentrum für Streptokokken sind Serotypisierungs-Daten von 201 ver-
mindert Penicillin-empfindlichen Pneumokokken-Isolaten des Zeitraumes von 1992 bis 2000 
vorhanden. Unter ihnen dominiert der Serotyp 23F. 
Bei den Pneumokokken dieser Studie handelt es sich um vermindert Penicillin-empfindliche 
Stämme des Serotyps 23F aus dieser Sammlung. Zusätzlich wurden ein Stamm des Serotyps 
6B und drei Stämme des Serotyps 10A für das in Kapitel 4.6. dargestellte Anwendungsbei-
spiel ausgewählt. Die Isolate stammen aus drei verschiedenen multizentrischen Studien des 
Referenzzentrums. Bei der ersten Studie handelt es sich um eine seit 1992 fortlaufenden mul-
tizentrischen Studie zu invasiven Pneumokokken-Infektionen bei Erwachsenen. Die zweite ist 
eine populationsgestützte bundesweite Studie in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-In-
stitut, in der seit 1997 Isolate von invasiven Pnemokokken-Infektionen bei Kindern untersucht 
werden. In der dritten Studie sind Isolate aus Atemwegsinfektionen bei Kindern und Er-
wachsenen von 1998 bis 1999 zusammengestellt.. Eine genauere Übersicht ist Tabelle 1 zu 
entnehmen.  
Alle Isolate wurden durch Optochin-Testung und durch Untersuchung ihrer Gallelöslichkeit 
als Pneumokokken identifiziert, serotypisiert und auf Resistenz getestet. 
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Tabelle 1: Herkunft der Mehrzahl der Isolate dieser Studie      
Studie Alter Infektion Zeitraum Anzahl Zahl der Zahl der Pen-I Zahl der sero- Zahl der sero- Zahl der Zahl der 
   der der Stämme und Pen-R typisierten Isolate typisierten und 23F-Isolate Pen I+Pen R 
   Isolierung Zentren  Isolate  Pen-I und Pen-R  und 23F 
        Isolate  Isolate 
           
RKI Kinder invasiv 1997-2000 123 924 46 (5,0%) 921 (99,7%) 46 (5,0%) 61 (6,6%) 13 (1,4%) 
           
PS Erw a invasiv 1992-2000 86 3186 150 (4,8%) 725 (22,0%) 91 (2,8%) 55 (7,6%) 25 (0,8%) 
           
RESP Kinder Atemwege 1998-1999 19 961 65 (6,8%) 418 (43,5%) 64 (6,7%) 59 (14,1%) 7 (0,7%) 
 Und Erw          
           
Total     5071 261 (5,1%) 2064 (40,7%) 201 (3,9%) 175 (3,4%) 45 (0,9%) 
           
 a: überwiegend         
           
 Pen-I: Penicillin-intermediär-resistent
Pen-R: Penicillin-resistent 
       
 Erw: Erwachsene         
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3.2. Anzucht und Aufbewahrung der Stämme 
 
Zur Kultivierung der Pneumokokken werden Schafblut-Agarplatten verwendet, die mittels 
eines Dreiösenausstriches beimpft werden. Die Platten werden über Nacht im Brutschrank bei 
37°C und 6%iger CO2-Atmosphäre bebrütet.  
Die längerfristige Aufbewahrung der Stämme erfolgt bei –70°C mit Hilfe von Microbanks 
(Microbank; Mast diagnostics, Rheinfeld) [108]. Hierzu wird eine Kolonie mit einer Impföse 
vom Blutagar abgenommen und in ein Microbank-Röhrchen gegeben. Hierbei handelt es sich 
um kommerziell erhältliche Kunststoffröhrchen, gefüllt mit Kunststoffperlen und BHI (brain-
heart-infusion)-Bouillon. Nach Verschließen des Gefäßes und Schütteln wird die Bouillon 
abpipettiert und das Röhrchen bei -70°C gelagert. 
Zur Reaktivierung wird mit Hilfe einer sterilen Metallöse eine Perle entnommen, auf eine 
Schafblut-Agarplatte ausgestrichen und über Nacht bebrütet. Nach erneuter Subkultivierung 
sind die Stämme für weitergehende Untersuchungen verwendbar. 
 
 
3.3. Optochin-Sensibilitäts-Testung 
 
Ein optochinhaltiges Filterpapierblättchen (Oxoid Limited, Hampshire, England) wird auf 
eine frisch dicht beimpfte Blutagarplatte aufgelegt und für 24 Stunden bei 37°C und 6%iger 
CO2-Atmosphäre bebrütet. Ein Hemmhof von mehr als 15 mm spricht für das Vorliegen von 
Streptococcus pneumoniae [21; 59; 78]. Es gibt allerdings auch Pneumokokken-Isolate, die 
Optochin-resistent sind, so dass eine hundertprozentige Verlässlichkeit nicht gegeben ist [90; 
102]. Zur Erlangung weiterer Sicherheit kann eine Galle-Löslichkeitstestung angeschlossen 
werden (siehe unten). 
 
 
3.4. Galle-Löslichkeits-Testung 
 
Auf einer höchstens 24 Stunden alten, bewachsenen Blutagarplatte werden einige Kolonien 
mit 2%iger Natrium-Desoxycholatlösung (Merck, Darmstadt) betropft und 30 Minuten bei 
36°C bebrütet. Als positiv gilt der Test, wenn sich die Kolonien auflösen [78; 127]. Doch 
auch hier ist wie bei der Optochintestung keine absolute Verlässlichkeit gegeben [102]. 
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3.5. Gensonde 
 
Dieser Test wird mit Hilfe der ACCU PROBE (Gen-Probe incorporated, San Diego, USA), 
einem kommerziell erhältlichen Testsystem, durchgeführt. 
Prinzip dieses Tests ist die eindeutige Identifizierung von Pneumokokken anhand ihrer spezi-
fischen r-RNA durch deren chemilumineszente Markierung. 
Es werden Pneumokokken auf Schafblut-Agar angezüchtet und eine Kolonie daraus in einem 
Puffer A gelöst. Dann wird Puffer B, ein Hybridisierungspuffer, zu der Probe gegeben. Er 
enthält einzelsträngige, zur Pneumokokken-r-RNA komplementäre DNA. DNA und r-RNA 
hybridisieren während einer 15-minütigen Inkubation bei 60°C im Thermoblock. Die in Puf-
fer B enthaltene DNA ist chemilumineszent markiert. Nun wird fünf Minuten lang bei 60°C 
Selection Reagent zu der Probe hinzugegeben. Dieses reagiert mit der chemilumineszenten 
Markierung und unterscheidet somit zwischen Hybrid und Nicht-Hybrid. Nach fünf Minuten 
bei Raumtemperatur wird die Probe im Luminometer ausgewertet, das nur die chemilumines-
zenten Hybride erkennt. Es zeigt somit an, ob Hybride entstanden sind oder nicht. Bei positi-
vem Ausfall ist Streptococcus pneumoniae identifiziert. Zusätzlich zu der zu untersuchenden 
Probe werden immer eine Positiv-Kontrolle (also ein sicher identifizierter Pneumokokken-
Stamm) und eine Negativ-Kontrolle (z.B. Streptococcus mitis) zur Qualitätssicherung mitge-
führt. 
 
 
3.6. Resistenzbestimmung  
 
Die Resistenzbestimmung wurde für Penicillin G, Cefotaxim, Erythromycin, Clindamycin 
und Tetracyclin unter Verwendung der vom amerikanischen National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS) empfohlenen Mikrodilution durchgeführt [81; 120]. Zum An-
züchten wurde Mueller-Hinton-Bouillon (Difco Laboratories, Detroit), versetzt mit 5%igem 
lysiertem Pferdeblut (Oxoid, Wesel, Deutschland), verwendet. Zur MHK-Bestimmung wer-
den antibiotikahaltige Mikrotiterplatten der Firma Micronaut-S (Merlin Diagnostics, Born-
heim, Deutschland) inokuliert. Das Inokulum liegt bei 5x105 koloniebildenden Einheiten pro 
ml. Die Ablesung erfolgte nach einer Inkubation von 20-24 Stunden bei 36°C. Als Kontroll-
stamm diente in dieser Studie S. pneumoniae ATCC 49619.  
Die Resistenzbestimmung für Cotrimoxazol wurde mit Hilfe von E-Tests (Viva Diagnostica, 
Hürth) durchgeführt. Es werden lebensfähige Kolonien in Nährbouillon suspensiert, bis die 
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Trübung einem McFarland-Standard 0,5 entspricht. Dann wird mit einem Tupfer ein Schafs-
blutagar vollständig in drei Richtungen bestrichen. Nach fünfzehn Minuten Trockenzeit wird 
ein E-Test-Streifen aufgelegt. Auch hier erfolgt die Ablesung nach 24 Stunden Inkubation bei 
37°C und 6%iger CO2-Atmosphäre. Für notwendige Kontrollbestimmungen der anderen An-
tibiotika wurden ebenfalls E-Tests als leicht durchzuführende, verlässliche Methode verwen-
det [49; 62]. 
 
 
3.7. Ermittlung der Resistenzgene 
 
Für die Tetracyclin-Resistenz bei Pneumokokken sind zwei Gene verantwortlich, nämlich 
tetM und tetO. Das Vorhandensein dieser Gene wird durch eine PCR untersucht. Die Primer, 
die dafür notwendig sind, wurden für tetM von Provvedi et al. [92] und für tetO von 
Widdowson et al. [129] publiziert und besitzen die Sequenz (5´-3´): 
 
tetM up  TGG AAT TGA TTT ATC AAC GG 
tetM dn  TTC CAA CCA TAC AAT CCT TG 
 
tetO up  GGC ACA GAC CCG TAT ACT GTT 
tetO dn  TTA AAA GAG GGT CGC CAT CTG 
 
 
Außerdem wurden die Makrolid-resistenten Pneumokokken mit Hilfe der PCR auf die Re-
sistenzgene ermB und mefE [117] untersucht. Die benötigten Primer wurden von Trieu-Cuot 
et al. [124] und Tait-Kamradt et al. [118] beschrieben (5´-3´): 
 
ermB up  CGA GTG AAA AAG TAC TCA ACC 
ermB dn  GGC GTG TTT CAT TGC TTG ATG 
 
mefE up  AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC 
mefE dn  GTA ATA GAT GCA ATC ACA GC 
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3.8. Serotypisierung 
 
Aus Kaninchen gewonnenes, typenspezifisches und gegen die Pneumokokken-Kapsel ge-
richtetes Antiserum wird zu suspensierten Pneumokokkenisolaten gegeben. Durch die Anti-
gen-Antikörper-Reaktion werden eine Kapselquellung und eine Agglutination hervorgerufen, 
die unter dem Mikroskop beobachtet werden können [5; 83]. 
Die typenspezifischen Antiseren stammen aus dem Statens Serum Institut, Kopenhagen, Dä-
nemark.  
 
 
 
3.9. Pufferherstellung 
 
TE-Puffer 
 
1,57 g  10mM Tris HCl (SIGMA-Aldrich, Steinheim) 
0,37 g  1mM EDTA (Merck, Darmstadt) 
1 Liter  Aqua Bidest. 
pH-Wert Einstellung auf pH 8 mit NaOH und HCl 
 
 
PCR-Puffer 
 
5 ml  1M KCl   (Stammlösung 7,45g/100ml) 
(Merck, Darmstadt) 
1 ml  1M Tris   (Stammlösung 12,11g/100ml; pH 8,3) 
(SIGMA-Aldrich, Steinheim) 
250 µl  1M MgCl2   (Stammlösung 20,33g/100ml) 
(Merck, Darmstadt) 
500 µl  2% Gelatine  (Stammlösung 2g/100ml) 
(SIGMA-Aldrich, Steinheim) 
3,25 ml  Aqua Bidest. 
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TPE-Puffer (10x) 
 
108 g/l   Tris Base 
40 ml    0,5M EDTA pH8 
pH-Wert-Einstellung auf 7,5 mit 85%iger Phosphorsäure (Merck, Darmstadt). 
 
 
3.10. Die Primer 
 
Folgende Primer, hergestellt von MWG Biotech AG, Ebersberg, wurden verwendet (jeweils 
5´ - 3´): 
 
aroE (Shikimate-Dehydrogenase) 
 
aroE up  GCC TTT GAG GCG ACA GC 
aroE dn  TGC AGT TCA RAA ACA TWT TCT AA 
 
gdh (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase) 
 
gdh up   ATG GAC AAA CCA GCN AGY TT 
gdh dn   GCT TGA GGT CCC ATR CTN CC 
 
gki (Glukose-Kinase) 
 
gki up   GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC 
gki dn   TCT CCC GCA GCT GAC AC 
 
recP (Transketolase) 
 
recP up  GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG 
recP dn  TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC 
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spi (Signalpeptidase I) 
 
spi up   TTA TTC CTC CTG ATT CTG TC 
spi dn   GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA 
 
xpt (Xanthin-Phosphoribosyl-Transferase) 
 
xpt up   TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT 
xpt dn   AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC 
 
ddl (D-Alanin-D-Alanin-Ligase) 
 
ddl up   TGC YCA AGT TCC TTA TGT GG 
ddl dn   CAC TGG GTR AAA CCW GGC AT 
 
N =  A oder C oder G oder T 
R =  A oder G 
W =  A oder T 
Y =  C oder T 
 
Bei einigen Stämmen konnte für das gdh-Gen keine saubere Sequenz produziert werden. Für 
diese Stämme wurden mit Hilfe der Sequenz des gesamten Gens neue Primer ohne Wobble-
Sequenz konstruiert. Eine Wobble-Sequenz liegt vor, wenn nicht alle Primer gleich aussehen, 
sondern die Sequenz an einigen Stellen verschiedene Basen aufweist. Die Angabe R im 
Primer bedeutet beispielsweise, dass einige Primer an dieser Stelle ein A enthalten, andere ein 
G (siehe oben); beide greifen jedoch an der gleichen Stelle der Proben-DNA an. Die neuen 
Primer umfassten einen Abschnitt von 800 Basenpaaren und enthielten den benötigten Ab-
schnitt. Mit diesen Primern war es möglich, eine gute Sequenz zu erhalten. Die Sequenz die-
ser Primer lautet (5´-3´): 
 
gdh up  CGG AGC GCT TGG GTG TAG  
gdh dn  AGC GAC CAT CTT GAC GA  
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3.11. Methodik des Multilocus Sequence Typing 
 
3.11.1. Minipräparation der Pneumokokken-DNA nach Bollet (1990) [10] 
 
Über Nacht werden eine bis drei Kolonien bei 37°C in 10 ml Todd-Hewitt-Bouillon (THB) 
(Oxoid Limited Basingstoke, Hampshire, England) angezüchtet. Dann werden die Proben für 
fünf Minuten bei 3000 U/min abzentrifugiert (Biofuge primo, Kendro Laboratory Products), 
und der Überstand wird verworfen. 
Das Pellet wird in 1 ml Aceton supendiert und erneut drei Minuten bei 5000 U/min abzentri-
fugiert. Der Überstand wird verworfen. Nach Lösung des Pellets in 1 ml Tris:EDTA (TE)-
Puffer pH8 wird die Probe noch einmal drei Minuten bei 5000 U/min abzentrifugiert und der 
Überstand erneut verworfen. 
Anschließend wird das Pellet in 100 µl TE-Puffer gelöst, es werden 50 µl 10% SDS (Sodium-
dodeyl-Sulfat)-Puffer hinzugegeben und die Probe wird gevortext (Heidolph REAX 2000-
Vortexer). 
Nach 30-minütiger Inkubation bei 65°C im Thermoblock (Eppendorf Thermomixer Comfort) 
wird sie für sechs bis acht Minuten bei 13000 U/min abzentrifugiert und der Überstand bis auf 
einen Rest verworfen. 
Das Pellet wird mit dem Rest Überstand gevortext und erneut für fünf Minuten bei 95°C im 
Thermoblock inkubiert. 
Das Sediment wird in 200 µl TE-Puffer aufgelöst, das gleiche Volumen an Kirby-Mix (1 Vol. 
Roti-Phenol + 1 Vol Chloroform : Isoamylalkohol=24:1) hinzugegeben und die Probe gevor-
text (Roti-Phenol: Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe; Chloroform: Mallinckrodt Baker B.V., 
Holland; Isoamylalkohol: Merck-Schuchardt, Hohenbrunn). Anschließend wird für fünfzehn 
Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert und die oberste, die DNA enthaltende, Schicht 
vorsichtig abgenommen, ohne die zweite Schicht zu berühren, die Zelltrümmer enthält. 
Nun wird nochmals das gleiche Volumen an Kirby-Mix (s.o.) hinzugegeben und das Vorge-
hen ab diesem Schritt wiederholt. 
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3.11.2. Ethanolfällung der präparierten DNA 
 
Das 2,5fache des zuletzt aus der obersten Schicht abpipettierten Volumens wird an absolutem 
Ethanol und 1/10 des Volumens an Natriumacetat hinzugefügt. Dann wird die Probe zehn 
Minuten auf Eis inkubiert, 30 Minuten bei 13000 U/min abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Pellet wird in 250 µl 70%igem Ethanol gelöst, die Probe fünfzehn Minuten 
bei 13000 U/min zentrifugiert und der Überstand erneut verworfen. Anschließend wird der 
Restüberstand für ca. fünf Minuten im Eppendorf Concentrator 5301 verdampft. Die DNA 
wird in 100 µl sterilem Aqua Bidest oder TE-Puffer gelöst. 
 
3.11.3. Messung der DNA-Konzentration und Verdünnung  
 
5 µl der Probe werden in 995 µl sterilem Aqua Bidest gelöst und die Extinktion bei 260 nm 
im Photometer (Ultrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer, Biochrom Ltd, Cam-
bridge) bestimmt. 
Die vorliegende DNA-Konzentration wird nach folgender Rechnung ermittelt: 
 
Konzentration (µg/ml)= Extinktion x 200 x 55 
 
Dann wird die DNA auf 200 µg/ml verdünnt.  
 
3.11.4. PCR 
 
Die PCR (Polymerase-Chain-Reaction) ist ein Verfahren zur DNA–Vervielfältigung. Im 
PCR-Block (Biometra UNOII Thermoblock, biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen) 
werden die komplementären DNA-Stränge durch Erhitzen auf 94°C (Denaturierung) getrennt. 
Anschließend wird die Temperatur auf 50°C gesenkt, so dass die Primer an ihrer spezifischen 
Stelle der jetzt einzelsträngigen Proben-DNA ansetzen können (Annealing). Die Taq-Polyme-
rase synthetisiert dann bei 72°C, ihrem Temperaturoptimum, den jeweils komplementären 
Strang an der Matritze mit Hilfe der zugegebenen dNTPs (Elongation). Diese neu entstande-
nen doppelsträngigen DNA-Fragmente werden im nächsten Zyklus wieder aufgetrennt und 
dienen dann wiederum als Matrize, so dass überproportionale Vervielfältigung stattfindet. Der 
PCR-Puffer stellt den für die Taq-Polymerase optimalen pH-Wert von über acht sicher. 
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Insgesamt finden 30 Zyklen statt. Zuerst wird die Probe einmalig für zwei Minuten auf 94°C 
er-hitzt, um sicherzustellen, dass alle DNA-Stränge aufgetrennt sind. In allen folgenden 
Zyklen wird nur für eine Minute bei 94°C denaturiert.  
Die Annealingtemperatur (T) kann Primer-abhängig vereinfacht nach dem Schema 
 
  T (°C) = 4 x (Anzahl G bzw. C) + 2 x (Anzahl A bzw. T) 
 
berechnet werden. Das Annealing dauert bei 50°C ebenfalls eine Minute. Die Elongationszeit 
beträgt 1,5 Minuten bei 74°C. Am Ende wird die Probe auf 4°C abgekühlt und auch bis zur 
Weiterverarbeitung bei dieser Temperatur aufbewahrt.  
 
Für die PCR wurde folgender Ansatz gewählt: 
 
27 µl  Aqua Bidest 
5 µl  Proben-DNA der Konzentration 200 µg/ml 
5 µl  PCR-Puffer 
8 µl  dNTPs (Boehringer Mannheim GmbH) der Konzentration 200 µM 
2,5 µl  forward-primer (Konzentration 130 µg/ml) 
2,5 µl  reverse-primer (Konzentration 130 µg/ml) 
1 µl  DNA Taq-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH) 
 
3.11.5. Agarose-Gelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese können DNA-Fragmente von 0,5 bis 25 Kilobasen 
(kb) Länge aufgetrennt werden. 0,28 g Agarose Typ I-A (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim) werden durch Erhitzen in 28 ml TPE (Tris-Phosphat-EDTA)-Puffer (1x) gelöst, so 
dass 1%iges Agarosegel entsteht. Man füllt die Agarose in eine Elektrophoresekammer 
(CONSORT E863), versieht diese mit Kämmen und lässt die Agarose erkalten. 
5-7 µl des PCR-Produkts werden mit MBA Loading Dye versetzt, einem Methylenblau-
haltigen Farbstoff, der die DNA markiert, und in die durch die Kämme entstandenen Ver-
tiefungen gefüllt. Dann wird eine Elektrophorese für 30 Minuten bei 100 V durchgeführt. Als 
Ladder dient MBA Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Lithuania). 
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Die Färbung des Gels erfolgt für zehn bis fünfzehn Minuten in Ethidiumbromidlösung (10 mg 
Ethidiumbromid auf l Liter Wasser) und die Entfärbung für fünfzehn bis zwanzig Minuten in 
Aqua Bidest. Dann wird das Gel unter UV-Licht betrachtet, unter dem die Banden sichtbar 
werden. Die Banden befinden sich bei einer DNA-Länge von ca. 450 Basenpaaren, ablesbar 
an der obersten, stärksten Bande des Ladders, die bei dieser Länge liegt. Anhand der 
Helligkeit der Bande im Vergleich zur Helligkeit der Bande des Ladders kann außerdem die 
Konzentration der DNA in der Ursprungsprobe abgeschätzt werden (siehe Abb.3). 
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Abb. 3: Gelelektrophorese von PCR-Produkten. Die Banden befinden sich bei einer DNA-
Länge von ca. 450 Basenpaaren, ablesbar an den eingefügten Laddern, deren oberste starke 
Bande bei 500 Basenpaaren liegt. 
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3.11.6. DNA-Aufreinigung 
 
Die DNA-Aufreinigung erfolgt mit Hilfe des Qia-Quick-Sets (Qiagen GmbH, Hilden), eines 
im Handel erhältlichen Aufreinigungssystems. 
Das PCR-Produkt wird in der fünffachen Menge an PB-Puffer gelöst, das Gemisch auf den 
Filter der mitgelieferten Säulen gegeben und für eine Minute 13000 U/min abzentrifugiert. 
Partikel, die kleiner als die DNA sind, werden durch den Filter gespült, die DNA selbst bleibt 
im Filter, genauso wie die Partikel, die größer sind. Der Durchfluss wird verworfen, 750 µl 
PE-Puffer, mit absolutem Ethanol vermischt, werden auf den Filter gegeben und es wird er-
neut abzentrifugiert. Es handelt sich hierbei um einen Waschpuffer, der die DNA aufreinigt. 
Anschließend wird die Säule in ein neues Eppendorf-Gefäß gesetzt, EB-Puffer, ein Elutions-
Puffer, auf den Filter gegeben und wieder für zwei bis drei Minuten zentrifugiert. Der EB-
Puffer wäscht die DNA aus dem Filter, während die größeren Partikel verbleiben. 
 
3.11.7. Sequenzierungsansatz 
 
Mit Hilfe des Sequenzierungsansatzes wird die bei der PCR entstandene DNA erneut verviel-
fältigt. Im Unterschied zur PCR wird aber pro Probe nur der forward- bzw. reverse-primer 
verwendet, so dass gezielt nur ein Strang amplifiziert wird. 
Für den Ansatz wurde folgende Mischung verwendet: 
 
7 µl aufgereinigte DNA  
4 µl forward primer bzw. reverse primer der Konzentration 6,5 µg/ml 
1 µl Aqua Bidest 
8 µl Abi Prism BigDye Terminator RR Mix (Perkin Elmer Applied Biosystems, Rodgau- 
    Jügesheim) 
 
Der Sequenzierungsansatz verlief nach folgendem Schema: 
 
25 Zyklen jeweils:  15 Sekunden bei 96 °C 
15 Sekunden bei 50 °C 
4 Minuten bei 60 °C 
Abkühlung auf 4 °C 
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3.11.8. Ethanolfällung 
 
Die Ethanolfällung erfolgt auf die gleiche Weise wie nach der DNA-Präparation, die DNA 
wird nach dem Verdampfen allerdings nicht in Aqua Bidest, sondern in 20 µl Template 
Suppression Reagent (ABI Prism Applied Biosystems) gelöst. 
 
3.11.9. Sequenzierung 
 
Die DNA wird im Thermoblock für zwei Minuten bei 90°C denaturiert, fünf Minuten auf Eis 
inkubiert und dann im Perkin Elmer ABI Prism 310 genetic analyser sequenziert. 
Für den Sequenzierer wird als Puffer 310 Genetic Analyser Buffer with EDTA (PE Applied 
Biosystems, Rodgau-Jügesheim) und als Polymer POP-6 (Performance Optimized Polymer 6) 
(PE Biosystems, Rodgau-Jügesheim) genutzt. 
 
3.11.10. Auswertung 
 
Die jeweiligen up- und dn-Sequenzen für ein Gen werden mit Hilfe des Programms DNA-Star 
(DNASTAR, Inc, Madison, WI), einer Computer-Software, abgeglichen, und der für das je-
weilige Gen benötigte Abschnitt wird editiert. Die Sequenz wird auf der MLST-Homepage 
(http://www.mlst.net) eingegeben, dort wird sie mit allen vorhandenen Allelen verglichen und 
man erhält die Allelnummer, falls das eingegebene Allel bekannt ist. Wenn dieses sich von 
allen anderen bekannten Allelen unterscheidet, und sei es nur in einem Basenpaar, wird eine 
neue Allelnummer zugewiesen. Die Allelkombination aller sieben Gene ergibt das Profil und 
definiert den Sequenztyp. Auch diesen erhält man auf der MLST-Homepage. 
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4. Ergebnisse 
 
In dieser Studie wurden 46 Pneumokokken-Stämme des Serotyps 23F und drei Stämme des 
Serotyps 10A mit Hilfe von MLST untersucht. Die genaue Zusammenstellung der Isolate ist 
dem Kapitel Epidemiologie zu entnehmen. Es wurde eine Analyse der Ergebnisse anhand des 
Sequenztyps, der Antibiotika-Resistenz und des Alters der Patienten vorgenommen. 
 
 
4.1. Epidemiologie 
 
Das Geschlechtsverhältnis männlich : weiblich liegt in dieser Studie bei etwa 4:1 (30 Männer: 
7 Frauen). Bei neun Isolaten gab es keine Geschlechtsangabe. 
Ein Großteil der Isolate, nämlich 21 (45,6%) stammte von Kindern bis zehn Jahre, davon 
dreizehn von Kindern unter drei Jahren. Sieben Stämme (15,5%) wurden von Erwachsenen 
unter 60 Jahre, neun Stämme (19,6%) von Senioren über 60 Jahre isoliert. Bei neun Patienten 
ist das Alter unbekannt. Eine weitere Aufschlüsselung des Patientenalters kann Abb. 4 ent-
nommen werden.  
Abb.4 : Altersverteilung der Patienten 
 
Die überwiegende Anzahl der Isolate, nämlich 24 (52,5%) stammt aus nicht-invasiven Infek-
tionen. Fünfzehn Isolate (32,6%) stammen aus Blut oder Liquor, bei sieben Stämmen (15,2%) 
ist die Herkunft unklar. Genauere Angaben sind in Abb. 5 zu finden. 
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Abb. 5: Herkunft der Isolate 
 
 
4.2. Häufigkeit der Sequenztypen 
 
In dieser Arbeit soll die Häufigkeit der verschiedenen Sequenztypen in Deutschland darge-
stellt werden, und die gefundenen Typen in das Vorkommen weltweit eingeordnet werden. 
Die Häufigkeitsverteilung der Sequenztypen kann Abb. 6 entnommen werden. 
 
 
Abb. 6: Verteilung der Sequenztypen 
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4.2.1. Der Sequenztyp 81 
 
Von den untersuchten 46 Serotyp 23F-Stämmen ist der ST 81 mit einer absoluten Häufigkeit 
von 21 (46%) der häufigste. Seine Allelkombination lautet: aroE 4, gdh 4, gki 2, recP 4, spi 4, 
xpt 1, ddl 1. Es gibt keine Varianten dieses Sequenztyps in dieser Studie. 
 
Der ST 81 ist in allen Regionen Deutschlands, vor allem aber in West- und Süddeutschland, 
wie NRW, Bayern, Baden-Württemberg, Niedersachsen und Hessen zu finden. Er kommt so-
wohl bei invasiven als auch bei nicht-invasiven Infektionen vor. 
 
Sieben Stämme sind mit einer MHK für Penicillin von 2 mg/l hochgradig Penicillin-resistent. 
Die meisten dieser Isolate stammen aus nicht-invasiven Pneumokokken-Infektionen. Die üb-
rigen vierzehn Stämme dieses Sequenztyps besitzen die ebenfalls relativ hohe MHK von 1 
bzw. 0,75 mg/l. Nur ein Stamm des ST 242 (PS1953) weist ebenfalls eine so hohe MHK von 
1,5 mg/l auf. Die MHKs aller übrigen Isolate dieser Studie liegt unter 0,5 mg/l. 
Fünf der ST 81-Stämme sind resistent gegen Erythromycin mit einer MHK von 32 mg/l oder 
mehr, davon sind vier Isolate erm-positiv, eines ist mef-positiv. Die übrigen sechszehn 
Stämme sind Erythromycin-sensibel mit MHKs unter 2 mg/l.  
Die Tetracyclin-Resistenz (MHK>8 mg/l) ist mit einer absoluten Häufigkeit von siebzehn von 
21 Isolaten (81%) im ST 81 sehr verbreitet (dazu kommen zwei Tetracyclin-intermediär-
resistente Iso-late) und zeigen hiermit das gleiche Resistenz-Profil wie die Vergleichsstämme 
SP264-23F und SP496-19F, die 1984 und 1994 in Spanien isoliert wurden und MD496-89-
23F aus den USA von 1998, die ebenfalls den ST 81 besitzen. Sie können also dem Klon 
Spanien-23F-1 zugeordnet werden. Alle Tetracyclin-resistenten Isolate des ST 81 dieser 
Studie sind tetM-positiv. Die internationale Datenbank des MLST enthält nur ein ST 81-Isolat 
aus Vietnam (JJ-262-23F) das Tetracyclin-sensibel ist.  
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4.2.2. Der Sequenztyp 277 
 
Der ST 277 bildet gemeinsam mit seinen Varianten den zweithäufigsten Sequenztyp in 
Deutschland mit einer Häufigkeit von dreizehn von 46 Isolaten (28,3%). Seine Allelkombina-
tion lautet: aroE 7, gdh 13, gki 8, recP 6, spi 6, xpt 12, ddl 8. Es existieren neun Isolate des 
ST 277 und vier Varianten, die sich vom Original in einem Gen unterscheiden. 
 
Die Isolate stammen gleichermaßen aus invasiven wie nicht-invasiven Erkrankungen. Die 
meisten Proben wurden in NRW und Bayern isoliert, wobei die Proben des ST 277 eher aus 
dem Westen und Norden Deutschlands stammen, seine Varianten eher aus dem Süden und 
dem Osten. Auffallend ist auch, dass die von 1992-1996 isolierten Stämme des ST 277 aus 
Aachen, Köln und Münster stammen, also dem äußersten Westen Deutschlands, während die 
von 1997 bis 2000 eingesandten Isolate aus Hamburg und Erlangen stammen. Der ST 277 
wurde weltweit erst einmal beschrieben und zwar 1996 in den Niederlanden (JJ279-23) im 
Jahr 1996. Im Gegensatz zum ST 81, der keine Varianten besitzt, sind hier vor allem die Vari-
anten in Deutschland verbreitet. Dabei gibt es verschiedene, bisher nicht beschriebene Vari-
anten im xpt-Gen, die durch die MLST-Datenbank einen neuen Sequenztyp erhalten haben: 
bei RKI425 liegt Allel 20 statt Allel 12 vor (ST359), bei PS275 und PS278 Allel 6 (ST361), 
bei RKI682 Allel 65 (ST360). Das Allel 65 wurde in dieser Arbeit erstmals beschrieben und 
erhielt diese Allelnummer von der MLST-Datenbank. Für den Vergleich dieses Allels mit 
dem für den ST 277 typischen Allel 12 siehe Abb. 7.  
 
Der ST 277 beinhaltet nur vermindert Penicillin-empfindliche, keine Penicillin-resistenten 
Keime, die MHK beträgt bei allen Isolaten 0,25 mg/l außer bei einem Stamm, der eine MHK 
von 0,125 mg/l aufweist (RRR251). Bei allen anderen getesteten Antibiotika wie Cefotaxim, 
Erythromycin, Clindamycin und Tetracyclin liegen keine Resistenzen vor, was auch den Da-
ten des Vergleichsstammes aus den Niederlanden entspricht. 
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GGTGATAACATCCTCAAGGTAGATTCCTTTTTAACCCACCAAGTTGACTTTAGCTTGATGCG 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
GGTGATAACATCCTCAAGGTAGATTCCTTTTTAACCCACCAAGTTGACTTTAGCTTGATGCG 
 
AGAGATTGGTAAGGTTTTTGCGGAAAAATTTGCTGCTACTGGCATTACCAAGGTCGTAACCA 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AGAGATTGGTAAGGTTTTTGCGGAAAAATTTGCTGCTACTGGCATTACCAAGGTCGTAACCA 
 
TTGAAGCGTCGGGTATTGCCCCAGCCGTTTTTACAGCTGAAGCCTTAAACATTCCCATGATT 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
TTGAAGCGTCGGGTATTGCCCCAGCCGTTTTTACAGCTGAAGCCTTAAACGTTCCCATGATT 
 
TTCGCCAAAAAAGCTAAGAACATCACCATGAACGAAGGCATCTTAACTGCTCAAGTCTACTC 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
TTCGCCAAAAAAGCTAAGAACATCACCATGAACGAAGGCATCTTAACTGCTCAAGTCTACTC 
 
CTTTACCAAGCAGGTGACCAGCACCGTTTCTATCGCTGGAAAATTCCTCTCACCAGAGGACA 
||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
CTTTACCAAACAGGTGACCAGCACCGTTTCTATCGCTGAAAAATTCCTCTCACCAGAGGACA 
 
AGGTTTTGATTATCGACGATTTCCTTGCTAATGGCCAAGCTGCTAAAGGCTTGATTCAAATC 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AGGTTTTGATTATCGACGATTTCCTTGCTAATGGCCAAGCTGCTAAAGGCTTGATTCAAATC 
 
ATCGAACAGGCCGGTGCCACAGTCCAAGCTATCGGTATCGTGATTGAGAAATCCTTCCAAGA 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCGAACAGGCCGGTGCCACAGTCCAAGCTATCGGTATCGTGATTGAGAAATCCTTCCAAGA 
 
TGGTCGTGATTTGCTTGAAAAAGCAGGCTACCCTGTCCTATCACTTGCTCGT 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
TGGTCGTGATTTGCTTGAAAAAGCAGGCTACCCTGTCCTATCACTTGCTCGT 
 
Abb. 7: Das neue xpt-Allel 65 des Stammes RKI682 (oben) im Vergleich zu Allel 12, dem xpt-
Allel des Sequenztyps 277 (unten). Sie unterscheiden sich in 3 Basenpaaren. 
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4.2.3. Der Sequenztyp 142 
 
Der ST 142 konnte in Deutschland zweimal isoliert werden (RKI530, RKI531). Er besitzt die 
Allelkombination aroE 7, gdh 5, gki 8, recP 6, spi 6, xpt 12, ddl 8 und ist somit eine Variante 
des ST 277, die sich von diesem nur im gdh-Gen unterscheidet. 
Interessant ist, dass beide Isolate von Kindern aus Dortmund (1999) stammen. Die MHK für 
Penicillin beträgt wie bei den Proben des ST 277 0,25 mg/l und die Stämme sind sensibel für 
Erythromycin, Clindamycin und Tetracyclin, was ebenfalls dem ST 277 entspricht. Sie sind 
klonal verwandt mit dem Vergleichsstamm M402 aus Spanien (1998), weisen aber im Ver-
gleich zu diesem eine zusätzliche Resistenz gegen Cotrimoxazol auf.  
 
4.2.4. Der Sequenztyp 242 
 
Der ST 242 mit der Kombination aroE 15, gdh 29, gki 4, recP 21, spi 30, xpt 1, ddl 14 wurde 
dreimal isoliert, wobei ein Isolat (RESP95) eine Variante dieses Sequenztyps darstellt. Hier 
liegt im aroE-Gen das Allel 13 statt 15 vor (ST 362). 
Interessant ist, dass beide ST 242-Isolate (PS1952, PS2006) aus dem Jahr 1995 stammen, ei-
nes aus Frankfurt a.M., das andere aus Aachen, während die Variante aus dem Jahr 1998 
stammt, allerdings ebenfalls aus dem westlichen NRW (Leverkusen). Beschrieben wurde die-
ser Sequenztyp bisher nur in Taiwan, wobei er offensichtlich sowohl im Serotyp 23F vor-
kommt als auch in 14 und 6B, alle drei wichtige Serotypen für vermindert Penicillin-
empfindliche Pneumokokken (TW17-23F (1997); TW169/14 (1998); TW171/6B (1998)).  
Die MHK für Penicillin innerhalb dieses Sequenztyps ist sehr heterogen, die ST 242-Stämme 
zeigen MHKs von 1 mg/l und 0,25 mg/l, die Variante 0,125 mg/l. Wichtig zu erwähnen ist, 
dass die Proben mit dem ST 242 gegen Erythromycin, Clindamycin und Tetracyclin mit einer 
MHK von 32 mg/l hoch resistent sind, während die Variante nur gegen Tetracyclin in diesem 
Maß resistent ist. Die MHK für Clindamycin beträgt dagegen nur 0,125 mg/l, die für 
Erythromycin 8 mg/l. Die Stämme des ST 242 sind erm-positiv, während die Variante mef-
positiv ist. Da die untersuchten Isolate genau wie die Vergleichsstämme aus Taiwan sowohl 
Penicillin-intermediär-resistent als auch resistent gegen Tetracyclin und Erythromycin sind, 
können sie dem Klon Taiwan-23F-15 zugeordnet werden. 
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4.2.5. Der Sequenztyp 323 
 
PS943, ein Isolat aus dem Sputum eines Erwachsenen aus Hannover von 1993, zeigt die 
Allelkombination aroE 2, gdh 13, gki 8, recP 12, spi 6, xpt 6, ddl 18. Dieser Stamm wurde 
bisher nur einmal in Norwegen isoliert und zur Zeit dieser Studie erstmals veröffentlicht. 
(Vergleichsstamm 1428/98). Auch der Referenzstamm stammt aus einer Sputum-Probe und 
ist mit einer MHK für Penicillin von 0,19 mg/l genau wie PS943 (MHK=0,125 mg/l) 
vermindert Penicillin-empfindlich. Gegenüber den anderen Antibiotika sind beide sensibel. 
 
4.2.6. Neue Sequenztypen 
 
Bei den in diesem Kapitel beschriebenen Sequenztypen handelt es sich um Isolate, die in der 
MLST-Datenbank bisher nicht beschrieben wurden. 
 
Dies sind zum einen die schon beschriebenen vier Varianten des ST 277 und die Variante des 
ST 242.  
Dazu kommt RESP798, ein Isolat aus dem Nasenabstrich eines vierjährigen Kindes mit der 
Allelkombination aroE 1, gdh 8, gki 4, recP 2, spi 6, xpt 4, ddl 6 und dem ST 355, der epi-
demiologisch nicht eindeutig eingeordnet werden kann. Er ist einerseits eine Variante des ST 
37, wobei die Vergleichsstämme, beide Serotyp 23F, in den USA und 1995 in Dänemark 
isoliert wurden. Der Stamm der USA (Tennessee-23F-4) ist Penicillin-intermediär-resistent, 
es handelt sich um den Tennessee-23F-4-Klon. Das Isolat aus Dänemark (M171-23F) ist Pe-
nicillin-sensibel. Die Allelkombination unterscheidet sich vom ST 37 nur im gki-Gen (Allel 4 
statt 6). 
Auch vom ST 33 unterscheidet sich RESP798 nur im gki-Gen (Allel 4 statt 1). Der ST 33-
Vergleichsstamm (M251-23) wurde 1981 in den Niederlanden isoliert, dieser ist ebenfalls 
Penicillin-sensibel. 
 
Neben diesen Varianten schon bekannter Sequenztypen konnten noch fünf Stämme gefunden 
werden, die sich von allen in der MLST-Datenbank veröffentlichten Isolaten in mehr als ei-
nem Allel unterscheiden.  
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RESP801 besitzt die Allelkombination aroE 1, gdh 13, gki 27, recP 20, spi 6, xpt 1, ddl 1 und 
den ST 356. Dieser Stamm zeigt eine relativ niedrige MHK für Penicillin von 0,125 mg/l. Er 
ist gegen alle anderen beschriebenen Antibiotika sensibel. 
 
PS2031, ein Liquor-Isolat eines neunjährigen Jungen aus Frankfurt von 1996 zeigt die Allel-
kombination aroE 1, gdh 5, gki 9, recP 5, spi 15, xpt 3, ddl 8 und ist somit dem ST 354 zuzu-
ordnen. Er ist mit einer MHK für Penicillin von 0,25 mg/l intermediär-resistent, für die 
anderen untersuchten Antibiotika sensibel. 
 
Bei PS2260, einem Bindehaut-Isolat eines vier Monate alten Jungen mit der Allelkombination 
aroE 7, gdh 13, gki 8, recP 6, spi 15, xpt 74, ddl 6, handelt es sich um den ST 358. Auch hier 
beträgt die MHK für Penicillin 0,25 mg/l und auch hier liegt Sensibilität für die anderen Anti-
biotika vor. Das Besondere dieses Stammes ist, dass er ebenfalls für xpt ein neues Allel be-
sitzt, und von der Arbeitsgruppe um Mark Enright die Allelnummer 74 bekam. Dieses Allel 
im Vergleich zum häufigsten Allel 1 siehe Abb. 8. 
 
PS1374 von 1994 aus Jena ist ein Isolat eines fünfjährigen Jungen. Es besitzt die Allelkombi-
nation aroE 1, gdh 5, gki 9, recP 5, spi 6, xpt 3, ddl 65 (ST 353). Hier liegt eine MHK für Pe-
nicillin von 0,5 mg/l und eine Sensibilität für die übrigen Antibiotika vor. 
 
Ein Blut-Isolat eines einjährigen Kindes ist RKI243 aus Stuttgart (1998). Auch hier besteht 
nur eine milde Penicillin-Resistenz von 0,25 mg/l und Sensibilität für die anderen getesteten 
Antibiotika. Die Allel-Kombination lautet aroE 7, gdh 13, gki 8, recP 6, spi 15, xpt 20, ddl 14 
(ST 357). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  36  
GGTGATAACATCCTCAAGGTAGATTCCTTTTTAACCCACCAAGTTGACTTTAGCTTGATGCG 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
GGTGATAACATCCTCAAGGTAGATTCCTTTTTAACCCACCAAGTTGACTTTAGCTTGATGCG 
 
AGAGATTGGTAAGGTTTTTGCGGAAAAATTTGCTGCTACTGGCATTACCAAGGTCGTAACCA 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AGAGATTGGTAAGGTTTTTGCGGAAAAATTTGCTGCTACTGGCATTACCAAGGTCGTAACCA 
 
TTGAAGCGTCGGGTATTGCCCCAGCTGTTTTTACAGCTGAAGCCTTAAACGTTCCCATGATT 
||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
TTGAAGCGTCGGGTATTGCCCCAGCCGTTTTTACAGCTGAAGCCTTAAACGTTCCCATGATT 
 
TTCGCCAAAAAAGCTAAGAACATCACCATGAACGAAGGCATCTTAACTGCTCAAGTCTACTC 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
TTCGCCAAAAAAGCTAAGAACATCACCATGAACGAAGGCATCTTAACTGCTCAAGTCTACTC 
 
CTTTACCAAGCAGGTGACCAGCACTGTTTCTATCGCTGGAAAATTCCTCTCACCAGAGGACA 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CTTTACCAAGCAGGTGACCAGCACTGTTTCTATCGCTGGAAAATTCCTCTCACCAGAGGACA 
 
AGGTTTTGATTATCGACGATTTCCTTGCTAATGGCCAAGCTGCTAAAGGCTTGATTCAAATC 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AGGTTTTGATTATCGACGATTTCCTTGCTAATGGCCAAGCTGCTAAAGGCTTGATTCAAATC 
 
ATCGAACAGGCCGGTGCCACACTCCAAGCTATCGGTATCGTGATTGAGAAATCCTTCCAAGA 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCGAACAGGCCGGTGCCACAGTCCAAGCTATCGGTATCGTGATTGAGAAATCCTTCCAAGA 
 
TGGTCGTGATTTGCTTGAAAAAGCAGGCTACCCTGTCCTATCACTTGCTCGC 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
TGGTCGTGATTTGCTTGAAAAAGCAGGCTACCCTGTCCTATCACTTGCTCGC 
 
Abb. 8: Das neue xpt-Allel 74 des Stammes PS2260 (oben) im Vergleich zu Allel 1 (unten), 
dem häufigsten Allel des xpt-Gens in dieser Studie. Sie unterscheiden sich in nur einem 
Basenpaar. 
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4.3. Zusammenhänge zwischen Antibiotika-Resistenz und Sequenztyp 
 
 
4.3.1. Penicillin-Resistenz 
 
Sieben der untersuchten Stämme sind mit einer MHK für Penicillin von 2 mg/l Penicillin-
resistent. Alle besitzen den ST 81. 
Außerdem handelt es sich um multiresistente Stämme, alle sind außer gegen Penicillin auch 
gegen Cotrimoxazol und Tetracyclin resistent. Somit können sie dem Spanien-23F-1 Klon 
zugeordnet werden. Dies entspricht auch den Vergleichsstämmen aus der MLST-Datenbank 
Spain23F-1, M41-23F aus den USA, 1807 aus Polen und JJ266-23F aus Vietnam, die das 
gleiche Resistenzverhalten zeigen, jedoch nur einen Bruchteil der Stämme aus der Datenbank 
repräsentieren, die über gleiche Profil verfügen. Hier zeigt sich, wie weit sich der spanische 
23F-1-Klon verbreiten konnte. 
Bei drei Stämmen liegt zudem eine Resistenz gegen Erythromycin und bei zweien gegen 
Clindamycin vor. Besonderes Augenmerk gilt dem Stamm PS453 aus Bronchialsekret, der 
gegen alle getesteten Antibiotika, und dem Stamm RESP203 aus einem Nasenabstrich, der 
gegen alle Antibiotika bis auf Cefotaxim hochgradig resistent ist. 
 
Von den vierzehn Stämmen mit einer intermediär-resistenten MHK für Penicillin von 1 mg/l 
gehören ebenfalls alle bis auf einen zum ST 81, und auch bei diesen Isolaten liegt bis auf den 
Stamm PS1271 Tetracyclin-Resistenz vor, so dass diese Stämme wie die oben beschriebenen 
dem spanischen 23F-1-Klon zugehören. Zwei der ST 81-Stämme sind zusätzlich resistent ge-
gen Erythromycin und Clindamycin und alle vierzehn sind ausnahmslos resistent oder inter-
mediär-resistent gegen Cotrimoxazol. 
Nur einer dieser vierzehn Stämme besitzt einen anderen Sequenztyp, nämlich PS1953 aus 
Aachen mit dem ST 242. Dieser nimmt mit MHKs von 32 mg/l für Erythromycin, Clin-
damycin und Tetracyclin eine besondere Stellung ein, obwohl er nur Penicillin-intermediär-
resistent ist. 
 
Zwei Isolate besitzen eine MHK für Penicillin von 0,75 bzw. 0,5 mg/l. Es handelt sich hierbei 
um einen Stamm mit dem ST 81 (RKI277), der aber erstaunlicherweise nicht Tetracyclin-re-
sistent, und gegen Erythromycin nur geringfügig resistent ist, und somit nicht eindeutig dem 
spanischen 23F-1-Klon zugeordnet werden kann.. Der andere Stamm ist PS1374 mit dem ST 
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353. Auch hier liegt außer der verminderten Penicillin-Empfindlichkeit keine Resistenz ge-
genüber anderen Antibiotika vor. 
 
Achtzehn Stämme besitzen eine MHK für Penicillin von 0,25 mg/l. Dazu gehören vor allem 
die zwölf Isolate des ST 277 und dessen Varianten. Diese sind ohne Ausnahme sensibel für 
Cefotaxim, Erythromycin, Clindamycin und Tetracyclin, und sieben dieser zwölf sind inter-
mediär-resistent oder resistent gegen Cotrimoxazol. Zwei Stämme gehören zum ST 142, die 
daneben nur noch resistent gegen Tetracyclin sind, ein Stamm zum ST 242, der genau wie der 
oben erwähnte Stamm dieses Sequenztyps hochresistent gegen Erythromycin, Clindamycin 
und Tetracyclin ist. Die übrigen drei Isolate stellen die Sequenztypen 354, 357 und 358, die 
allerdings sensibel gegenüber den anderen Antibiotika sind. 
 
Die letzte Gruppe repräsentieren fünf Isolate mit einer MHK von 0,125 mg/l. Hierzu gehört 
ebenfalls ein Isolat des ST 242, nämlich die Variante mit dem ST 362 und das Isolat mit dem 
ST 323, das sonst keine signifikanten Resistenzen zeigt. Außerdem gehören noch RESP801 
und 798 mit den Sequenztypen 356 und 355 und ein Isolat des ST 277 dazu. Eine Zusam-
menstellung dieser Ergebnisse ist in Abb. 9 zu finden. 
 
  MHK für Penicillin   
 0,125-0,25 mg/l 0,5-1,5 mg/l >2 mg/l  
ST 81 0 14 7 21 
ST 277+Variante 13 0 0 13 
ST 242+Variante 2 1 0 3 
ST 142 2 0 0 2 
ST 323 1 0 0 1 
neue ST 5 1 0 6 
 23 16 7 46 
 
Abb. 9: Zusammenhang zwischen dem Grad der Penicillin-Resistenz und dem Sequenztyp 
 
4.3.2. Erythromycin-Resistenz 
 
Neun der untersuchten Stämme sind Erythromycin-resistent (MHK>1 mg/l). Alle werden nur 
von den Sequenztypen 81, 242 und dessen Variante gestellt. Dieses Ergebnis entspricht den 
Vergleichsstämmen der MLST-Datenbank, wo besonders die asiatischen Stämme sowohl des 
Sequenztyps 81 als auch die des Sequenztyps 242 Erythromycin-resistent sind. Sechs der 
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neun Erythromycin-resistenten Isolate gehören zum ST 81. Hiervon wiederum sind vier erm-
positiv (MLSB-Phänotyp) und zwei mef-positiv (Efflux-Typ). Die übrigen drei resistenten 
Isolate stammen aus dem ST 242. Auffällig ist, dass die beiden ST 242-Stämme hochresistent 
und erm-positiv sind, die Variante (ST 362) dagegen mit einer MHK von 8 mg/l nicht so hoch 
resistent und zudem mef-positiv ist. Das Bild der Sequenztypen der Erythromycin-empfindli-
chen (MHK<0,25 mg/l) Stämme ist bunt gemischt und lässt keine speziellen Tendenzen er-
kennen.  
 
4.3.3. Tetracyclin-Resistenz 
 
Die Sequenztypen der hochgradig Penicillin-resistenten Isolate entsprechen denen der hoch-
gradig Tetracyclin-resistenten Isolate. Die höchste, von fünfzehn Isolaten in dieser Studie er-
reichte MHK für Tetracyclin beträgt 32 mg/l. Alle Isolate gehören den Sequenztypen 81 und 
242 bzw. dessen Variante an und somit den multiresistenten Klonen Spanien-23F-1 und 
Taiwan-23F-15. Vier dieser Stämme sind gleichzeitig Clindamycin- und davon wiederum drei 
zusätzlich Erythromycin-resistent (PS453, PS1953, PS2006). 
 
Die nächste MHK-Stufe von 16 mg/l wird nur von drei Isolaten des Sequenztyps 81 vertreten. 
Das bisher beschriebene Resistenzverhalten gegenüber Tetracyclin entspricht in vollem 
Umfang dem Verhalten der Referenzstämme der Sequenztyen 81 und 242 aus Vietnam, 
Spanien, den USA und Taiwan. 
Auch die vier Isolate mit einer Tetracyclin-Resistenz von 8 mg/l beinhalten nur zwei 
Sequenztypen, nämlich 81 und 142. Dies entspricht allerdings nicht dem Vergleichsstamm 
des Sequenztyps 142 (M402), der mit einer MHK von 0,5 mg/l Tetracyclin-sensibel ist.  
 
Drei der untersuchten Stämme sind Tetracyclin-intermediär-resistent (MHK=4 mg/l). Hier ist 
ebenfalls der ST 81 mit zwei Isolaten am häufigsten zu finden, interessanterweise allerdings 
mit sensiblen MHKs für die übrigen Antibiotika außer Penicillin, während der dritte Stamm 
dem ST 323 angehört. Alle Tetracyclin-resistenten Isolate sind tetM-positiv. 
 
Die Sequenztypen der Tetracyclin-sensiblen (MHK<2 mg/l) Stämme sind bunt gemischt. Es 
gibt hier nur zwei Isolate mit dem ST 81 (PS1271 und RKI277), aber alle Stämme mit dem 
ST 277 und dessen Varianten und alle neuen Sequenztypen gehören in diese Gruppe. 
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Abb. 10: Anteil der Sequenztypen an der Tetracyclin-Resistenz (MHK>4 mg/l) 
 
4.3.4. Cefotaxim-Resistenz 
 
In dieser Studie liegen ein Cefotaxim-resistenter (MHK>2 mg/l) und sechszehn Cefotaxim-
intermediär-resistente Stämme (MHK=1 mg/l) vor. Auch hier kann man eine Tendenz ent-
decken, insofern, als sechszehn dieser Isolate dem ST 81 angehören und einer dem ST 242 
ent-sprechend den Referenzstämmen aus Polen und den USA. Alle anderen Isolate sind Cefo-
taxim-empfindlich (MHK<0,5 mg/l), wobei auffällt, dass die MHKs des Sequenztyps 277 
samt Varianten und die der neuen Sequenztypen noch niedriger sind als die der sensiblen 
Isolate der Sequenztypen 81 und 353. 
 
4.3.5. Clindamycin-Resistenz und Sequenztyp 
 
Es konnten sechs Clindamycin-resistente Stämme (MHK>1 mg/l) isoliert werden, die alle den 
Sequenztypen 81 und 242 angehören.  
 
Zusätzlich wurden die 46 Isolate auf Vancomycin, Amoxicillin und Teicoplanin getestet, 
diese Antibiotika waren allerdings 100-prozentig effektiv gegen die vermindert Penicillin-
empfindlichen Pneumokokken. 
 
ST81
76%
ST142
8%
ST323
4%
ST242+ 
Variante
12%
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4.4. Analyse anhand des Alters der Patienten 
 
4.4.1. Kinder unter 18 Jahren 
 
Von den 21 untersuchten Isolaten sind drei Stämme Penicillin-resistent und gleichzeitig 
hochgeradig multiresistent (RESP203 aus dem Nasenabstrich eines 2-jährigen, PS453 aus den 
Bronchien eines 5-jährigen und PS1702 aus einer Blutprobe eines 6-jährigen Patienten). 
Außerdem gibt es drei Isolate mit einer noch relativ hohen MHK für Penicillin von 1 mg/l, 
von denen ein Stamm hoch multiresistent ist (PS2361 aus dem Rachenabstrich eines Vier-
jährigen). All diese Isolate gehören dem ST 81 an. 
Insgesamt nimmt der ST 81 mit sieben Stämmen 33% der untersuchten Proben bei Kindern 
ein, ist also in dieser Altersgruppe der häufigste. Es folgt der ST 277 mit seinen Varianten mit 
sechs Proben (29%). Es sind beide Stämme des Sequenztyps 142 vertreten und interessanter-
weise sechs der erstmals beschriebenen Sequenztypen. Eine Übersicht ist Abb. 11 zu ent-
nehmen. 
 
 
Abb. 11: Sequenztypverteilung bei Kindern unter 18 Jahren 
 
 
 
 
 
29%
29%
9%
33% ST81
ST277+Varianten
ST142
neue ST
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4.4.2. Erwachsene unter 60 Jahren 
 
Bei den Erwachsenen unter 60 Jahren finden sich unter den sieben Proben zwei Penicillin-
resistente Isolate, die jedoch im Gegensatz zu den Isolaten der Kinder sensibel gegenüber den 
anderen Antibiotika sind oder nur milde Resistenzen zeigen (RESP950, PS1762). Bemer-
kenswerterweise sind diese beiden Stämme auch nur bei den Erwachsenen über 50 Jahre zu 
finden. Hauptvertreter ist auch in dieser Altersgruppe der ST 81 mit drei Isolaten unter denen 
auch die beiden oben erwähnten Penicillin-resistenten sind, dann folgen der ST 277 mit zwei 
Stämmen, ein Stamm vom ST 323 und die Variante des ST 242. 
 
 
Abb. 12: Sequenztypverteilung bei Erwachsenen unter 60 Jahren 
 
 
4.4.3. Erwachsene über 60 Jahre 
 
In dieser Altersklasse findet sich nur ein Penicillin-resistenter Stamm des ST 81 (PS62), aber 
erstaunlich viele mit einer MHK für Penicillin von 1 mg/l, darunter ein hochgradig multire-
sistenter (PS1271). Interessanterweise sind sechs der neun Isolate hoch Tetracyclin-resistent. 
Im Gegensatz zu der Kinder-Gruppe, die ebenso wie die über 60-jährigen besonders gefährdet 
für Pneumokokken-Infektionen sind, kommen aber nur Stämme des ST 81 (sieben von neun) 
und Varianten des ST 277 (zwei von neun) vor. 
 
 
14%
14%
29%
43% ST 81
ST 277
ST 323
ST 242+Variante
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Abb. 13: Sequenztypverteilung bei Erwachsenen über 60 Jahre 
 
 
 
4.5. Untersuchung eines Isolates des Serotyps 6B 
 
Bei Kontrolluntersuchungen stellte sich heraus, dass es sich bei dem in dieser Arbeit unter-
suchten Stamm PS1137 um ein Isolat des Serotyps 6B handelt. Dieser Serotyp ist mit dem 
Serotyp 23F eng verwandt. In der MLST-Datenbank sind einige 6B-Isolate mit dem ST 81 
veröffentlicht. Dieser Stamm besitzt jedoch den ST 277, einen Sequenztyp, der bisher nur 
einmal im Serotyp 23 isoliert werden konnte. Hiermit ist er der erste veröffentlichte Stamm 
des Serotyps 6B mit dem ST 277.  
 
 
4.6. Fallbeispiel für die Anwendung von MLST bei der Aufklärung von Infektketten 
 
Im Sommer 2000 wurden drei Proben zur Untersuchung aus München zum Nationalen Refe-
renzzentrum geschickt. Bei RRR226 handelt es sich um ein Isolat aus dem Mittelohr-
Sektionsmaterial eines 1-jährigen Jungen, der plötzlichen Kindstod erlitt. Vorher hatte er ei-
nen grippalen Infekt mit bei der Sektion entdeckter eitriger Tonsillitis, Otitis media, aufge-
lockerter Milz und Nebennieren-Blutungen. Außerdem wurde mit der Frage einer sekundärer 
Organbeteiligung ein Lungenabstrich entnommen (RRR227). 
Die dritte Probe (RRR228) stellt den Nasenabstrich der dreijährigen Schwester des verstorbe-
nen Jungen dar, die beginnend ebenfalls einen grippalen Infekt hatte, nach einer Penicillin-
22%
78%
ST81
ST277+Varianten
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Therapie jedoch keine weiteren Symptome zeigte. Eine Zusammenstellung der Isolate und der 
Ergebnisse liegt in Tabelle 4 vor (siehe Tabellenanhang). 
Die Fragestellung war nun, ob es sich bei den Isolaten um den gleichen Stamm handelt, und 
die Geschwister sich gegenseitig ansteckten, oder ob die Stämme verschiedenen Ursprungs 
waren. 
Es konnte herausgefunden werden, dass beide Isolate des verstorbenen Jungen die Allelkom-
bination aroE 13, gdh 7, gki 4, recP 2, spi 10, xpt 1, ddl 27 besitzen, und somit eine Variante 
des ST 97 darstellen, sich also in Lunge und Mittelohr der gleiche Stamm ausgebreitet hat. 
Der Stamm des Mädchens dagegen hatte die Allelkombination aroE 7, gdh 7, gki 4, recP 2, 
spi 10, xpt 1, ddl 27, das Allel des aroE-Gens ist also ein anderes. 
 
Alle Isolate und Ergebnisse dieser Studie sind in den Tabellen 3 und 4 (siehe Anhang) 
zusammenfassend dargestellt. 
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5.    Diskussion 
 
Die Grundfragestellung dieser Arbeit ist die Charakterisierung von Pneumokokkenklonen in 
Deutschland innerhalb des Serotyps 23F und die Darstellung von Zusammenhängen zwischen 
Resistenz und der Verbreitung bestimmter Klone. 
 
Unter den von 1992-2000 isolierten Stämmen konnte MLST eindeutig demonstrieren, dass 
innerhalb des Serotyps 23F mit einem Anteil von 46% der Spanien-23F-1-Klon mit dem ST 
81 hauptverantwortlich für die Penicillin-Resistenz ist. Außerdem sind sieben Isolate dieses 
Sequenztyps mit einer MHK für Penicillin von 2 mg/l hochgradig Penicillin-resistent. Die 
meisten dieser Isolate stammen von nicht-invasiven Pneumokokken-Infektionen. Die übrigen 
vierzehn Stämme des ST 81 besitzen ebenfalls eine hohe MHK von 1 bzw. 0,75 mg/l. Nur ein 
Stamm des ST 242 (PS1953) besitzt eine ebenso hohe MHK von 1,5 mg/l. Die MHKs aller 
übrigen Isolate dieser Studie liegt unter 0,5 mg/l. Das spricht für die Vermutung, dass der 
ST81 nicht nur den Hauptanteil an Penicillin-resistenten Pneumokokken des Serotyps 23F in 
Deutschland stellt, sondern diese Isolate im Vergleich zu den übrigen Sequenztypen eine hö-
here Ausprägung der Resistenz zeigen. 
Auch Vertreter des ST 277 und dessen Varianten sind in Deutschland weit verbreitet. Auffal-
lend ist hierbei, dass die älteren Isolate des ST 277 (1992 und 1996) aus dem Westen 
(Aachen, Köln und Münster) stammen, während die Stämme aus anderen Teilen Deutschlands 
wie Hamburg und Erlangen erst 1997-2000 isoliert wurden. Interessanterweise wurde der ST 
277 weltweit erst einmal beschrieben und zwar in den Niederlanden (JJ279-23) im Jahr 1996. 
Beide Beobachtungen zusammen sprechen für eine Ausbreitung von den Niederlanden in den 
Westen Deutschlands, wo es viele Berufspendler gibt, aber auch sonst der Grenz- und Ur-
laubsverkehr sehr rege ist. Dann erfolgte über die Jahre hinweg eine Verbreitung auch nach 
Osten und Norden.  
Drei Isolate gehören zum multiresistenten Taiwan-23F-15-Klon mit dem ST 242. In Taiwan 
und den angrenzenden Gebieten scheint die Erythromycin-Resistenz weit verbreitet zu sein. 
Dafür spricht zum einen die Tatsache, dass in der MLST-Datenbank vor allem die asiatischen 
Stämme der Sequenztypen 81 und 242 Erythromycin-resistent sind. Zum anderen wurde dies 
auch in dieser Studie bestätigt. Neun der untersuchten Stämme sind Erythromycin-resistent 
(MHK>1 mg/l). Alle werden nur von den Sequenztypen 81, 242 und dessen Variante gestellt.  
Der ST 142 ist mit zwei Isolaten vertreten, verwandt mit einem in Spanien isolierten Stamm. 
Außerdem gibt es einen Stamm mit dem ST 323, verwandt mit einem Isolat aus Norwegen, 
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und einen Stamm mit dem ST 355, der verwandt ist mit Isolaten aus den USA bzw. den Nie-
derlanden und Dänemark. 
Fünf Stämme ähneln keinem der Isolate der MLST-Datenbank. Es konnte durch die sehr hete-
rogenen Sequenztypen in dieser Arbeit bestätigt werden, dass Isolate mit demselben Serotyp 
nicht notwendigerweise genetisch eng verwandt sind, was auch M.C. Enright et al. aus ihren 
Forschungen schlossen [27]. Als Grund hierfür kann angenommen werden, dass die Gene, die 
den Serotyp bestimmen, innerhalb der Population streuen, die Klone divergieren, aber es nur 
selten zu Serotyp-Wechseln kommt.  
 
In dieser Studie deutet sich an, dass es einen engen Zusammenhang zwischen der Allelkom-
bination und der Antibiotika-Resistenz gibt. Auch wenn sich die Allelkombinationen nur ge-
ring unterscheiden, wirkt sich dies schon auf die Antibiotika-Resistenz aus. Grund für diese 
Annahme ist, dass die Proben mit dem ST 242 gegen Erythromycin, Clindamycin und Te-
tracyclin mit einer MHK von 32 mg/l hochgradig resistent sind, während die Variante nur 
gegen Tetracyclin in diesem Maß resistent ist. Die MHK für Clindamycin dieser Variante be-
trägt dagegen nur 0,125 mg/l, die für Erythromycin 8 mg/l. Die Stämme des ST 242 sind erm-
positiv, während die Variante mef-positiv ist. 
Ein anderer Punkt ist, dass nicht notwendigerweise alle Isolate des Serotyps 23F mit dem ST 
81 notwendigerweise dem Spanien-23F-1-Klon angehören. Ein Stamm dieser Studie (RKI 
277) besitzt eine MHK für Penicillin von 0,75 mg/l. Er ist erstaunlicherweise nicht Tetra-
cyclin-resistent, gegen Erythromycin nur geringfügig resistent und somit nicht eindeutig dem 
spanischen 23F-1-Klon zuzuordnen, der gegen Tetracyclin- und Erythromycin hoch resistent 
ist. So scheint es bei dem ST 81 einen Zusammenhang zwischen Grad der Penicillin-
Resistenz und dem Resistenz-Verhalten den anderen Antibiotika gegenüber zu geben. Das 
wurde auch schon in früheren Studien gezeigt [93]. 
 
Betreffend der Analyse im Zusammenhang mit dem Alter der Patienten konnte in dieser Stu-
die eine Besonderheit dargestellt werden. Insgesamt nimmt der ST 81 33% der untersuchten 
Proben bei Kindern ein, ist also in dieser Altersgruppe der häufigste. Es folgt der ST 277 mit 
seinen Varianten mit 29%. Es sind beide Stämme des Sequenztyps 142 vertreten und interes-
santerweise alle sechs erstmals beschriebenen Sequenztypen. Die Schlussfolgerung liegt nahe, 
dass vor allem bei Kindern Infektionen mit hochgradig multiresistenten Isolaten vorliegen, 
und auch die Mutationsrate mit dem Auftreten neuer Klone ist hier sehr hoch. 
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Daten über die Epidemiologie von Pneumokokken-Erkrankungen in Deutschland sind zur 
Zeit noch knapp. Reichmann et al. verglichen zwischen 1982 und 1992 Penicillin-resistente 
Pneumokokken hauptsächlich der Serotypen 6, 9, 14, 19 und 23 in verschiedenen Teilen 
Deutschlands mit denen anderer Länder Europas [93]. Die Isolate wurden durch Serotypi-
sierung, Antibiotika-Resistenz, PBP-Typing und MLEE charakterisiert. Elf dieser 14 deut-
schen Stämme konnten fünf MLEE-Typen zugeordnet werden, die auch in anderen Ländern 
isoliert wurden.  
Die Studie von Reichmann et al. berichtet über fünf 23F-Stämme, die auch in dieser Arbeit 
untersucht wurden. PS91-D305 und PS184-D306, klassifiziert als MLEE-Typ 2, konnten als 
gleichbedeutend mit dem ST 81 gesetzt und somit dem Spanien-23F-1-Klon zugeordnet wer-
den. Die MLEE-Typen 21 und 22 zeigten sich im MLST eng verwandt und entsprechen dem 
ST 277 (PS335-D310) und einer Variante dieses Sequenztyps (ST 361) (PS275-D307 und 
PS278-D308). Diese Beobachtungen unterstreichen nochmals die hohe Differenzierungskraft 
von MLEE und MLST und zeigen, dass beide Methoden zu identischen Ergebnissen führen, 
wenn man die klonale Verwandtschaft von Isolaten untersucht.  
 
Es sind nur sehr wenig MLST-Daten für Serotyp 23F-Isolate anderer Länder erhältlich.  
Enright et al. untersuchten 106 Pneumokokken-Isolate verschiedener Serotypen von Me-
ningitisfällen in Spanien. Alle Stämme des Serotyps 23F waren Penicillin-resistent. Es konn-
ten drei Hauptklone identifiziert werden, nämlich die Klone Spanien-23F-1, Spanien-6B-2 
und Frankreich-9V-3. Diese drei Klone verursachen etwa ein Viertel aller Meningitiden in 
Spanien, was die Virulenz dieser weitverbreiteten Klone bestätigt. Sieben der untersuchten 
Isolate gehörten dem Serotyp 23F an, davon wiederum besaßen drei Stämme den ST 81, drei 
unterschieden sich von diesem in nur einem Gen, so dass alle sechs dem Spanien-23F-1-Klon 
zugerechnet werden konnten. Nur ein Stamm besaß den ST 142, den wir auch in Deutschland 
einmal isolieren konnten (siehe Tabelle 2). Ein Isolat des Serotyps 19F besaß ebenfalls den 
ST 81, womit auch er dem Spanien- 23F-1-Klon angehört. 
 
MLST wurde von Zhou et al. [131] genutzt, um die Penicillin- und multiresistenten Isolate 
vor allem aus Spanien und Taiwan zu untersuchen, besonders Isolate der Hauptklone wie 23F, 
19A, 19F und 6B. Von den siebzehn untersuchten 23F-Stämmen gehörten alle dem Spanien-
23F-1-Klon an, zwölf besaßen den ST 81, fünf unterschieden sich von diesem in nur einem 
Gen. Hier gab es also, im Gegensatz zur vorliegenden Studie, Varianten des ST 81. Außerdem 
wurden dreizehn 19F-Isolate untersucht, von denen sieben ebenfalls den ST 81 besaßen. 
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Shi et al. untersuchten 74 Penicillin-resistente Isolate aus einer Stammsammlung, die von 
1993 bis 1997 aus Isolaten aus taiwanesischen Krankenhäusern [110] zusammengestellt 
wurde. Den größten Anteil machten 29 Isolate vom Serotyp 19F aus, die mit der Allelkombi-
nation aroE 15, gdh 16, gki 19, recP 15, spi 6, xtp 20, ddl 26 dem Taiwan-19F-Klon zugeord-
net werden können. Alle Isolate waren resistent gegen Penicillin, Tetracyclin, Erythromycin 
und sensibel gegenüber Chloramphenicol.  
Vom Spanien-23F-1-Klon, dem zweithäufigsten Klon dieser Studie, lagen 21 Isolate der 
Serotypen 23F und 19F vor, davon besaßen sechszehn Stämme die oben erwähnte typische 
Allelkombination des ST 81, fünf wichen von dieser Kombination im spi-Gen ab. Alle waren 
resistent gegen Penicillin, Tetracyclin, Chloramphenicol und bis auf einen Stamm auch gegen 
Erythromycin. Das entspricht in vollem Maße dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit.  
Der dritte große Klon der Studie von Shi war mit fünfzehn Isolaten der ST 242 (nur ein Isolat 
zeigte eine Abweichung im spi-Gen). Alle Stämme außer einem (Serotyp 19F) gehörten dem 
Serotyp 23F an. Mit hoher Penicillin-, Erythromycin- und Tetracyclin-Resistenz gehören sie 
zum Taiwan-23F-15-Klon, der auch in der vorliegenden Arbeit mit den gleichen Eigenschaf-
ten dreimal isoliert werden konnte. Sowohl der Taiwan-19F-Klon als auch der Taiwan-23F-
15-Klon sind nicht eng verwandt mit irgendeinem anderen schon charakterisierten Penicillin-
resistenten Klon.  
In Taiwan herrschen also im Serotyp 23F sehr ähnliche Klone wie in Deutschland vor, die 
meisten multipel hochresistenten Isolate gehören zum Spanien-23F-1-Klon (50%), aber auch 
einige zum Taiwan-23F-15-Klon (44%) (siehe Tabelle 2). Nur der in Taiwan isolierte ST210 
konnte in Deutschland nicht gefunden werden. 
 
In einer weiteren taiwanesischen Studie wurden Penicillin- und Makrolid-resistente 23F-
Pneumokokken in einem Kinderhort isoliert. Alle Stämme außer einem wiesen das identische 
PFGE-Muster auf, das sich vom typischen Muster des Spanien-23F-1-Klon unterscheidet. Das 
deutet wie die oben erwähnte Studie darauf hin, dass in Taiwan zwei Serotyp 23F-Hauptklone 
vorliegen. Dies konnte durch MLST [110] bestätigt werden. 
 
In einer Studie von Reinert et al. [99] zeigte sich, dass der Serotyp 23F hauptverantwortlich 
für die Ausbreitung der Penicillin-Resistenz in Deutschland ist. 
Der Serotyp 23F konnte jedoch auch in vielen anderen Ländern durch andere Typisierungs-
methoden als entscheidend für die Resistenz-Entwicklung identifiziert werden. Overweg et al. 
demonstrierten mit Hilfe von acht verschiedenen beobachteten BOX PCR-Typen, dass die 
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Penicillin-Resistenz in Polen in der letzten Dekade stark zugenommen hat. Zwei genetische 
Cluster, die die Serotypen 23F und 6B repräsentieren, dominierten klar in der vermindert Pe-
nicillin-empfindlichen polnischen Pneumokokken-Sammlung. Der Serotyp 23F lag in fünf-
zehn von 37 Fällen vor [89]. 
 
Im Rahmen einer multinationalen Studie konnten zwischen 1993 und 1995 in Kanada, Groß-
britannien, Spanien, Schweden und den USA 32 vermindert Penicillin-empfindliche Stämme 
isoliert werden. Unter diesen war der Serotyp 14 mit 33% am häufigsten anzutreffen, gefolgt 
von 19F mit 27% und 23F mit 15%. 29 23F-Isolate wurden mit Hilfe der von Hermans et al. 
beschriebenen BOX PCR-Methode getestet [45], und es wurden neun Muster gefunden. Bei 
dieser Methode wird Pneumokokken-DNA mit Hilfe der PCR unter der Verwendung des 
BOX-A-Primers vervielfältigt, und nach einer Gelelektrophorese werden die Muster anhand 
der entstandenen Banden beurteilt. Nur in Spanien, Schweden und den USA konnten 23F-
Stämme isoliert werden, zwei Muster erschienen in mehr als einem Land. Die meisten Isolate 
waren mit den spanischen Isolaten (Muster 23:A) verwandt [42]. 
 
Hoefnagels-Schuermans et al. berichten über einen plötzlichen Anstieg der Penicillin-
Resistenz in Belgien bei invasiven Pneumokokken. Um zu bestimmen, ob dieser Anstieg auf 
klonale Verbreitung eines resistenten Stammes oder auf einen Neuerwerb von Penicillin-Re-
sistenz bei unterschiedlichen Stämmen zurückzuführen ist, wurden zwischen 1993 und 1994 
isolierte Pneumokokken der Serotypen 23F, 19, 14, 9 und 6 mit Hilfe der Kapsel-Serotypisie-
rung und DNA-Makrorestriktions-Analyse untersucht. Der Serotyp 23F repräsentierte 26,7% 
der Penicillin-resistenten Isolate im Jahr 1993, was mit dem Level der gegenwärtigen Studie 
von Reinert et al. (23%) vergleichbar ist [46]. 
 
Ähnliche Ergebnisse zeigten sich in den USA. Hier wurden Penicillin-resistente Pneumokok-
ken aus Infektionen des Respirationstraktes mit Hilfe der oben beschriebenen BOX-PCR und 
der RFEL (restriction fragment end labeling) typisiert. Hierbei wird die Pneumokokken-DNA 
mit Hilfe von EcoRI verdaut, das Ende mit Hilfe einer DNA-Polymerase markiert, und die 
entstehenden Fragmente werden durch Elektrophorese beurteilt. Es konnte demonstriert wer-
den, dass 50,9% der Stämme zu zwei internationalen Klonen von Streptococcus pneumoniae 
gehören. Ein Klon (38,7%) entsprach dem Spanien-23F-1-Klon, der andere (12,2%) dem 
Frankreich-9V-3-Klon, der vor allem in Europa und Südamerika weit verbreitet ist [19]. 
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Die Tabelle 2 zeigt eine Übersicht über die Serotypverteilung Penicillin-resistenter Isolate 
verschiedener Länder. In Deutschland, den USA, Taiwan, Finnland, Italien, Griechenland und 
Frankreich herrscht der Serotyp 23F vor, in den drei zuletzt genannten Ländern mit einem 
überragenden Anteil von über 45%. 
Im Gegensatz zu den USA spielt der Serotyp 23F in Kanada nur eine untergeordnete Rolle, 
hier sind die häufigsten Serotypen 9V, 14 und 6B. Auch in Spanien steht der Serotyp 23F mit 
18% nur an dritter Stelle. 
 
Alle diese Studien stimmen darin überein, dass der Serotyp 23F eine Hauptrolle in der Re-
sistenz-Entwicklung spielt. Diese Dominanz gab den Anlass, im Rahmen dieser Studie den 
Serotyp 23F molekularbiologisch genauer zu untersuchen. 
Die Daten dieser Arbeit spiegeln deutlich wider, dass die meisten reduziert Penicillin-
empfindlichen Stämme in Deutschland verwandt mit den Isolaten aus Spanien und den Nie-
derlanden sind. Die Ergebnisse dieser Studie unterstützen die Vermutung, dass Reisen stark 
zur Verbreitung von Resistenzen beiträgt. Die Deutschen gaben im Jahr 1998 82,6 Milliarden 
DM (38,4 Milliarden US$) für Reisen aus. Für viele Jahre war Spanien das Hauptreiseziel. 5,7 
Millionen Deutsche machten 1998 Urlaub in Spanien (19,7% aller Urlaubsziele). Außerdem 
ist Deutschland ein beliebtes Urlaubsziel für Niederländer und umgekehrt. Besucher aus den 
Niederlanden machten mit 5,27 Millionen Übernachtungen den Hauptteil an Übernachtungen 
in Deutschland 1999 aus (Quelle: Bundesamt für Statistik). Im Westen Deutschlands gibt es 
außerdem viele Berufspendler über die Deutsch-Niederländische Grenze; viele Niederländer 
lassen sich in deutschen Kliniken behandeln und umgekehrt. Daher ist es sehr wahrscheinlich, 
dass die resistenten Keime kontinuierlich nach Deutschland importiert werden, vermutlich vor 
allem aus Spanien. Nichtsdestotrotz ist immer noch unklar, warum die resistenten Isolate sich 
nicht weiter in Deutschland ausbreiten. Jedoch konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass 
ständig neue resistente Stämme, vor allem aus Taiwan, den Niederlanden und Spanien nach 
Deutschland eingeschleppt werden. 
 
Penicillin-Resistenz bei Pneumokokken-Infektionen ist mittlerweile ein Problem von interna-
tionaler Tragweite. Die Resistenzrate variiert stark, sogar zwischen benachbarten Ländern 
Europas [58]. Eine extrem hohe Resistenz kann in Süd- und Osteuropa beobachtet werden, 
während in Deutschland [95; 96; 99], den Niederlanden [43], Großbritannien [3; 52] und den 
Ländern Nordeuropas [42; 84] die Betalactam-Resistenz relativ gering ausgeprägt ist. Für die 
unterschiedliche Resistenzrate in Europa ist vermutlich der unterschiedliche Antibiotika-Ver-
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brauch verantwortlich. Granizo et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen Penicillin- 
und Erythromycin-Resistenz bei Pneumokokken und dem Betalactam- und Makrolidver-
brauch in Spanien über neunzehn Jahre (1979-1997) [39]. Der Zusammenhang zwischen Re-
sistenzrate und Antibiotikaverbrauch konnte hier bestätigt werden. 
 
Einen ähnlichen Zusammenhang lässt die Studie von Cars et al. zum Antibiotikaverbrauch 
verschiedener europäischer Länder erkennen [13]. Sie enthält eine Aufstellung der definierten 
täglichen Dosis von neun Antibiotika-Klassen pro 1000 Einwohner. Man erkennt in Ländern 
mit hohen Prävalenzen Penicillin-resistenter Pneumokokken wie Frankreich oder Spanien 
einen hohen Gesamtantibiotika-Verbrauch, nämlich einer Dosis von etwa 36 bzw. 33 Einhei-
ten pro 1000 Einwohner. Vor allem Breitspektrum-Penicilline, Cephalosporine und Makrolide 
werden verordnet, dagegen kaum Penicilline mit engem Spektrum. Im Gegensatz dazu wer-
den in Ländern mit niedrigen Raten an Penicillin-resistenten Pneumokokken wesentlich 
weniger Antibiotika konsumiert, beispielsweise Dosen von vierzehn Einheiten pro 1000 Ein-
wohner in Deutschland, Österreich und Schweden und zwölf in Dänemark. Auch hier werden 
Cephalosporine häufig verordnet, jedoch vor allem in Skandinavien mehr Penicilline mit 
einem engeren Spektrum als Breitspektrum-Penicilline. Hieraus kann auf einen engen Zusam-
menhang zwischen Antibiotika-Verbrauch und Penicillin-Resistenz geschlossen werden. 
Außerdem wurde in dieser Studie der Makrolidverbrauch in Deutschland von 1992 bis 2000 
in Zusammenhang zur Resistenz gebracht. Es zeigt sich ein sprunghafter Anstieg der Re-
sistenz von 1994 bis 1999, während der Makrolid-und Clindamycin-Konsum nur gering an-
steigt, der Erythromycin-Verbrauch sogar abfällt. Diese Tatsache könnte darauf hinweisen, 
dass die Resistenz nicht nur durch den Verbrauch von Makroliden, sondern auch auf den 
Konsum anderer Antibiotika zurückzuführen ist, wie zum Beispiel Tetracyclin, das in den 
90ern in Deutschland breit genutzt wurde. So könnte auch die hohe Prävalenz des Tetra-
cyclin-resistenten Spanien-23F-Klon in Deutschland hervorgerufen worden sein. Von 1999 
bis 2000 ging dann der Makrolid-Verbrauch leicht zurück, und auch die Resistenz folgte die-
sem Trend mit einem Rückgang von 17% auf 15%. 
 
In einer Studie von Arason et al. [4] in Island wurde deutlich, dass das Auftreten Penicillin-
resistenter Klone sehr vom Antibiotika-Verbrauch und nicht nur vom Penicillin-Konsum ab-
hängt. Er untersuchte 919 Kinder aus Kindergärten fünf verschiedener Regionen Islands und 
beschrieb einen engen Zusammenhang zwischen dem Antbibiotika-Verbrauch und dem Auf-
treten Penicillin-resistenter Pneumokokken. Nur 1,8% der im Vorjahr nicht mit Antibiotika 
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behandelten Kinder trugen Penicillin-resistente Pneumokokken, gegenüber 13,9% der vorbe-
handelten Kinder. Ein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen Cotrimoxazol-Ver-
brauch und Penicillin-Resistenz gefunden werden; denn die Kinder mit Penicillin-resistenten 
Pneumokokken hatten doppelt so oft zuletzt Cotrimoxazol erhalten als Kinder mit Penicillin-
sensiblen Pneumokokken. Aber auch die anderen Antibiotika-Klassen betreffend deutete sich 
dieser Zusammenhang an, wenn auch die Gruppen zu klein waren, um diesen signifikant 
nachzuweisen. 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass vermindert Penicillin-empfindliche Serotyp 23F-
Isolate in Deutschland zwei Hauptklonen zugeordnet werden können, aber auch andere Klone 
eindeutig zur Resistenz beitragen, einige davon sind allerdings bisher noch nicht außerhalb 
Deutschlands identifiziert worden. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, dass trotz der 
niedrigen Betalactam-Resistenz das Potential für schnelle Resistenzentwicklung durchaus 
gegeben ist. Um die niedrige Resistenzrate unter Pneumokokken zu halten, ist als Konsequenz 
auch weiterhin ein sparsamer Umgang mit Antibiotika in Deutschland zu fordern. 
 
Außerdem kann als Fazit aus dieser Arbeit geschlossen werden, dass die Methode des MLST 
zur molekularbiologisch-epidemiologischen Untersuchung von Pneumokokken überaus ge-
eignet ist. 
Typisierungmethoden sollen herausstellen, ob es sich bei Isolaten eines lokalen Ausbruchs um 
denselben Stamm oder um verschiedene handelt, und ob die Stämme verwandt mit anderen, 
global auftretenden Isolaten sind. Die PFGE nutzt uncharakteristische, variable Regionen des 
Genoms. Da diese sich schnell und ohne Erklärung verändern ist diese Methode gut geeignet 
für kurze Ausbrüche, aber schlecht für die weltweite Epidemiologie [122]. 
Bei MLEE verhält es sich umgekehrt, sie nutzt sich langsam entwickelnde Variationen und ist 
somit eher für die weltweite Epidemiologie geeignet. 
Deshalb wurde der Ansatz der MLEE zur Entwicklung von MLST gewählt. Der große Vorteil 
gegenüber der MLEE ist die Tatsache, dass jede Nukleotidveränderung einen neuen ST pro-
duziert, während bei der MLEE 26 Änderungen der Nukleotide nötig sind, um einen neuen 
Elektrophorese-Typ zu erhalten. 
MLST ist durchaus für die Auswertung lokaler Ausbrüche geeignet, wie zum Beispiel im 
oben erwähnten Fallbeispiel. Es ist eher unwahrscheinlich, dass die Infektion der Kinder aus 
unterschiedlichen Quellen stammt, da beide Stämme so eng verwandt sind. Die Isolate der 
beiden Kinder unterscheiden sich, wie im Ergebnisteil erwähnt, nur in einem Gen. Es handelt 
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sich sehr wahrscheinlich um eine Infektion durch den gleichen Pneumokokken-Klon. Aller-
dings zeigt das Beispiel recht deutlich, wie schnell bei Übertragung von einem Menschen auf 
einen anderen Mutationen auftreten können. Alleine durch Serotypisierung konnte man die 
Verwandtschaft der beiden Isolate nicht so deutlich quantifizieren, denn alle drei Isolate wa-
ren als 10A typisiert. 
Aber MLST ist außerdem eine geeignete Methode zur Untersuchung der weltweiten Aus-
breitung von Pneumokokken-Klonen [29] und des Verwandtschaftsgrades der verschiedenen 
Serotypen; sie stellt einen großen Fortschritt dar, da die Populationsbiologie bisher kaum ver-
standen wurde [27]. Ein Beispiel dafür ist die Entdeckung, dass sowohl die häufigen Seroty-
pen 9V, 6B und 14 als auch der Serotyp 23F und seine Varianten eng miteinander verwandt 
sind, da auch viele Isolate der Serotypen 9V, 6B und 14 den ST 81 bestitzen oder er sich von 
diesem in höchstens einem Gen unterscheidet [131]. Darüber hinaus sind bei MLST aller-
dings nur halb so viele Loci erforderlich wie bei MLEE und es können weitaus mehr Varia-
tionen erfasst werden. 
 
Ein besonderer Fall konnte in dieser Studie dargestellt werden. Ein Isolat, bei dem sich in 
Kontrolluntersuchungen herausstellte, dass es sich um einen Serotyp 6B-Stamm handelt 
(siehe 4.5.), wurde mit Hilfe von MLST untersucht. Dieser Stamm besitzt den ST 277, der 
wie schon erwähnt bisher weltweit nur einmal in Holland isoliert werden konnte, allerdings 
im Serotyp 23. 6B-Stämme mit dem ST 81 wurden schon oft beschrieben, allerdings noch 
kein Stamm mit dem ST 277. Das spricht einerseits für eine Verwandtschaft der beiden 
Serotypen, jedoch liegt auch die Vermutung nahe, dass es bei diesem Stamm zu einem Sero-
typwechsel vom Serotyp 23F zum Serotyp 6B gekommen ist. 
 
Es gibt keine Penicillin-sensiblen Isolate, die mit dem Spanien-23F-1-Klon näher verwandt 
sind, so dass geschlossen werden kann, dass sich dieser Klon aus einem seltenen Genotyp 
entwickelt hat [131]. 
 
MLST bringt eindeutige, reproduzierbare und leicht über das Internet übertragbare Ergebnisse 
[71; 91]. Es müssen keine Stämme oder Proben mehr von Labor zu Labor verschickt werden. 
Die Ergebnisse sind objektiv und jederzeit einsehbar dokumentierbar, die Isolate müssen nicht 
erneut bearbeitet werden. Für Labors, denen ein leistungsfähiger Sequenzierer zur Verfügung 
steht, bedeutet diese Methode wenig Aufwand, da sehr viele Proben gleichzeitig untersucht 
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werden können, und die Methode recht einfach auszuführen ist. Ein Problem hierbei ist der 
hohe Kostenfaktor. 
Außerdem können Proben direkt aus Liquor oder Blut analysiert werden, was die Typisierung 
sehr vereinfacht [30]. Diese Arbeit deutet wie die vorherigen an, dass zuverlässige Voraussa-
gen auf den Serotyp und die Penicillin-Resistenz gemacht werden können. Es gibt in der 
MLST-Datenbank zum Beispiel bisher keine Penicillin-sensiblen Isolate der Sequenztypen 
81, 277 oder 242, so dass man bei Erhalt dieses Sequenztyps sofort auf andere Antibiotika 
umschwenken kann und somit unnötiger Zeitverlust in der Behandlung vermieden wird. 
Außerdem gehören alle ST 81-Isolate dem Serotyp 23F oder seinen verwandten Serotypen 
19A oder 19F an. Hiermit kann die Serotypisierung, wenn sie nötig ist, erheblich erleichtert 
werden, weil nur noch eine Differenzierung zwischen diesen Serotypen notwendig ist. 
Insgesamt handelt es sich also um eine Methode, die zu etablieren und anzuwenden sich 
durchaus lohnt. 
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Tabelle 2: Epidemiologie Penicillin-resistenter Pneumokokken-Isolate verschiedener Länder   
Land Alter Pen-Resistenz Serotypverteilung der Pen-R Isolate  ST-Verteilung der 23F-Isolate Literatur 
Deutschland Erwachsene 4,8% 23F (23%) 19A (9%) 81 (45%) 242 (4%) [95; 96] 
   6B (15%) 19F(8%) 277 (19%) 323 (2%)  
   9V (9%) 14 (7%) 142 (4%) neue ST (26%)  
Spanien Erwachsene 49% 6 (19,7%) 19 (17,2%) 81+Var. (95%) keine Angaben [26; 33; 131] 
   14 (18,7%) 9 (12,3%) 142 (5%)   
   23 (18%)     
Taiwan Erwachsene 56,4% 23F, 19F, 23A   in hoher  81+Var. (50%) 210 (6%) [37;110] 
 und Kinder   Mehrheit 242+Var. (44%)   
Griechenland Kinder 16% 23F (52%) 19A(10%) keine Angaben  [9] 
   19F (15%) 9V (5%)    
Finnland Kinder 1,7% 23 (31%)  keine Angaben  [85] 
   6 (31%)     
   19 (15%)     
Italien Erwachsene 12,7% 23F (45,2%) 9V (13,7%) keine Angaben  [72] 
 und Kinder  19F (17,8%) 19A (9,6%)    
Frankreich Erwachsene 46% 23F (50,7%) 14 (13%) keine Angaben  [119] 
 und Kinder  9V (20,3%) 6 (6,5%)    
Kanada Erwachsene 11,7% 9V (34,8%) 19A (5,7%) keine Angaben  [51] 
 und Kinder  14 (19%) 6A (5,7%)    
   6B (12%) 19F (3,8%)    
USA  Erwachsene  44% 23F (32,7%) 9A (10,2%) keine Angaben  [23] 
 und Kinder  6B (23,1%) 14 (9,5%)    
   19F (13,6%)     
        
Pen-R: Penicillin-resistent Var: Variante     
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6.  Zusammenfassung 
 
Streptococcus pneumoniae ist einer der bedeutendsten Erreger von Atemwegsinfektionen, 
Meningitiden und Otitiden. Penicillin ist das Mittel der Wahl zur Behandlung von Pneu-
mokokkeninfektionen, jedoch verbreiten sich seit einigen Jahren Penicillin- und multire-
sistente Stämme weltweit. Pneumokokken werden aufgrund ihrer Kapselpolysaccharide in 90 
Serotypen eingeteilt. Einer der bedeutendsten Serotypen, bei welchem gehäuft mit einer Peni-
cillin-Resistenz zu rechnen ist, ist der Serotyp 23F. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 46 vermindert Penicillin-empfindliche Isolate dieses 
Serotyps aus der Stammsammlung des Nationalen Referenzzentrums für Streptokokken mit 
Hilfe des Multilocus Sequence Typings auf ihre genetische Verwandtschaft untersucht. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass in Deutschland sowohl der spanische 23F-1-Klon (ST 81) als 
auch ein Klon, der bisher nur einmal in den Niederlanden isoliert wurde (ST 277), und der 
taiwanesische 23F-15-Klon (ST 242) vorherrschen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass vor 
allem durch Tourismus und Immigration resistente Pneumokokkenklone nach Deutschland 
gelangen, wobei in Deutschland im Gegensatz zu vielen anderen europäischen Ländern, keine 
weitere Ausbreitung erfolgt. Dies könnte eine Folge des zurückhaltenden Umgangs mit Anti-
biotika in Deutschland sein. 
Zudem konnten elf neue Sequenztypen isoliert werden, darunter sind sechs Varianten schon 
bekannter Sequenztypen, fünf Isolate besitzen einen völlig neuen Sequenztyp. Für das xpt-
Gen wurden zwei bisher unbekannte Allele beschrieben. 
 
Es konnte außerdem gezeigt werden, dass MLST eine gut durchzuführende und objektive 
Methode ist, die eindeutige, reproduzierbare, leicht transportable und vergleichbare Ergeb-
nisse liefert. Sie ist zur Untersuchung der lokalen und globalen Verbreitung Antibiotika-
resistenter Pneumokokken-Stämme überaus gut geeignet. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 
a.M.   am Main 
BHI   brain-heart-infusion 
bp   Basenpaar 
dn   down 
dNTP   Desoxyribonukleotidtriphophat 
EDTA   Ethylendinitrilotetraessigsäure 
kb   Kilobasen 
MHK   minimale Hemmkonzentration 
min   Minute 
MLEE   Multilocus Enzymelektrophorese 
MLST   Multilocus Sequence Typing 
NCCLS  National Committee for Clinical Laboratory Standards 
OPSI   overwhelming postsplenectomy-infection 
PBP   Pencillin-bindendes Protein 
PCR   Polymerase-Chain-Reaction 
Pen   Penicillin 
Pen-R   Penicillin-resistent 
PFGE   Pulsfeld-Gel-Elektrophorese 
RWTH  Rheinisch-Westfälische technische Hochschule (Aachen) 
SDS   Sodium-Dodeyl-Sulfat 
ST   Sequenztyp 
STIKO  Ständige Impfkommission 
TE   Tris-EDTA 
THB   Todd-Hewitt-Bouillon 
TPE   Tris-Phosphat-EDTA 
U   Umdrehungen 
UV   ultraviolett 
V   Volt 
Var   Variante 
WHO   World Health Organisation 
ZNS   zentrales Nervensystem 
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10.     Anhang             
                
Tabelle 3: Aufführung aller Isolate dieser Studie plus der Referenzstämme  aus der MLST-Datenbank (fett gedruckt)               
           MHK (mg/l)      Allele   
                       
Stamm Land Ort BL Jahr Material Ge- 
schlecht
Alter
 
Sero-
typ 
PEN CET ERY CLI TET COT aroE gdh gki recP spi xpt ddl ST 
ST 81                       
                       
Spain-23F-1 SP k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 23F 2,000 0,5 0,06 k.A. 32 k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
M41-23F USA k.A. k.A. 1989 k.A. k.A. k.A. 23F 2,000 1 0,12 k.A. 32 k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
TW45-23F TW k.A. k.A. 1997 k.A. k.A. k.A. 23F 1,000 k.A. >256 k.A. 16 k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
1807 P k.A. k.A. 1996 Blut k.A. k.A. 23F 2,000 R R k.A. k.A. k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
JJ266-23F VI k.A. k.A. k.A. Liquor k.A. 69 23F 2,000 k.A. 256 k.A. 64 k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
SP496-19F SP k.A. k.A. 1994 BS k.A. k.A. 19F 1,000 0,5 0,12 k.A. 32 k.A. 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 16 D Göttingen NS 1992 Konj m 2 23F 1,000 1 0,06 0,06 32 12 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 62 D München BY 1992 BS m 62 23F 2,000 1 0,06 0,06 32 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 91-D305 D k.A. k.A. 1992 PS m k.A. 23F 2,000 1 0,06 0,06 32 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 184-D306 D München BY 1992 Liquor m k.A. 23F 1,000 1 0,06 0,06 16 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 376 D Berlin B 1992 BS m 65 23F 1,000 1 0,06 0,06 32 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 453 D Hannover NS 1992 BS m 5 23F 2,000 2 32a 32 32 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 570 D München BY 1992 k.A. w 85 23F 1,000 1 0,06 0,06 32 6 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 853 D Freiburg BW 1993 k.A. w 1,5 23F 1,000 1 0,06 0,06 32 6 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 999 D Hannover NS 1993 Sputum m 66 23F 1,000 0,5 0,06 0,06 32 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1005 D Frankfurtg  HS 1993 Blut k.A. k.A. 23F 1,000 0,5 0,06 0,06 32 32 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1058 D Hannover NS 1993 TS m 66 23F 1,000 1 0,125 0,06 32 16 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1271 D Aachen NRW 1994 TS m 64 23F 1,000 1 32a 16 0,5 32 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1702 D Aachen NRW 1995 Ohr k.A. 6 23F 2,000 1 32b 0,25 8 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1762 D Hannover NS 1995 Blut m 50 23F 2,000 1 0,06 0,06 4 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 1923 D Bonn NRW 1995 k.A. k.A. k.A. 23F 1,000 1 0,06 0,06 8 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 2352 D Bonn NRW 1996 Sputum m 59 23F 1,000 1 0,06 0,06 4 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
PS 2361 D Hannover NS 1996 NP m 4 23F 1,000 1 32a 32 16 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
Pn 958 D Dillingen BY 1997 BS w 72 23F 1,000 1 0,06 0,06 32 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
RESP 203 D k.A. k.A. 1998 NP m 2 23F 2,000 0.25 32a 32 16 8 4 4 2 4 4 1 1 81 
RESP 950 D Weiden BY 1999 NNH m 55 23F 2,000 0.25 0.06 0.06 32 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
RKI 277 D Stuttgard BW 1998 Blut m 2 23F 0,750 0,5 2b 0,06 0,25 4 4 4 2 4 4 1 1 81 
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ST 277                       
                       
JJ279-23 NL k.A. k.A. 1996 Sputum k.A. 56 23 0,250 k.A. 0,12 k.A. 0,12 k.A. 7 13 8 6 6 12 8 277 
PS 335-D310 D Aachen NRW 1992 Konj m 1 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,125 2 7 13 8 6 6 12 8 277 
PS 2188 D Aachen NRW 1996 Blut m k.A. 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,5 1 7 13 8 6 6 12 8 277 
PS 2211 D Münster NRW 1996 Blut m 53 23F 0,250 0,25 0,06 0,06 0,5 0,13 7 13 8 6 6 12 8 277 
PS 2216 D Köln NRW 1996 Abszess m 35 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,5 0,25 7 13 8 6 6 12 8 277 
PN 962 D Erlangen BY 1997 Konj k.A. 1 M 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,5 4 7 13 8 6 6 12 8 277 
RESP 4 D Hamburg HH 1998 NP w 5 23F 0,250 0.125 0.125 0.125 0.25 1 7 13 8 6 6 12 8 277 
RKI 629 D Heidelberg BW 2000 Blut w 5 23F 0,250 0,06 0,125 0,06 0,5 8 7 13 8 6 6 12 8 277 
RRR 251 D k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 23F 0,125 0,125 0,125 0,13 0,016 4 7 13 8 6 6 12 8 277 
PN 1003 D Erlangen BY 1997 Blut k.A. k.A. 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,125 2 7 13 8 6 6 12 8 277 
                       
ST 142                       
                       
M402 SP k.A. k.A. 1998 Liquor k.A. 23 23F 0,500 0,12 0,12 k.A. 0,5 k.A. 7 5 8 6 6 12 8 142 
RKI 530 D Dortmund NRW 1999 Blut m 1 23F 0,250 0,125 0,125 0,06 8 0.125 7 5 8 6 6 12 8 142 
RKI 531 D Dortmund NRW 1999 Blut m 1 M 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 8 0.125 7 5 8 6 6 12 8 142 
                       
ST 242                       
                       
Taiwan-23F-15 TW k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 23F 1,500 k.A. >32 k.A. 16 k.A. 15 29 4 21 30 1 14 242 
TW169/14 TW k.A. k.A. 1998 Mastoid k.A. k.A. 14 0,500 0,06 >256 k.A. 16 k.A. 15 29 4 21 30 1 14 242 
TW171/6B TW k.A. k.A. 1998 Blut k.A. 55 6B 0,250 0,06 1 k.A. 8 k.A. 15 29 4 21 30 1 14 242 
PS 1953 D Aachen NRW 1995 k.A. k.A. k.A. 23F 1,500 1 32a 32 32 1 15 29 4 21 30 1 14 242 
PS 2006 D Frankfurtg HS 1995 k.A. k.A. k.A. 23F 0,250 0,25 32a 32 32 0,5 15 29 4 21 30 1 14 242 
                       
ST 323                       
                       
1428/98 N k.A. k.A. 1998 Sputum k.A. 53 23 0,190 k.A. 0,25 k.A. k.A. k.A. 2 13 8 12 6 6 18 323 
PS 943 D Hannover NS 1993 Sputum m 34 23F 0,125 0,125 0,06 0,06 4 2 2 13 8 12 6 6 18 323 
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neue 
Sequenztypen 
                      
                       
Tennessee-23F-
4 
USA k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 23F 0,120 32 32 k.A. <1 k.A. 1 8 6 2 6 4 6 37 
M171-23F DM k.A. k.A. 1995 Liquor k.A. k.A. 23F 0,016 0,02 0,125 k.A. k.A. k.A. 1 8 6 2 6 4 6 37 
M251-23 NL k.A. k.A. 1981 Liquor k.A. k.A. 23 0,023 k.A. 0,03 k.A. k.A. k.A. 1 8 1 2 6 4 6 33 
RKI 425 D Glauchau S 1999 Blut m 3 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 0,5 0.125 7 13 8 6 6 20 8 359d 
PS 275-D307 D Erlangen BY 1992 Liquor w 70 23F 0,250 0,06 0,06 0,06 2 4 7 13 8 6 6 6 8 361d 
PS 278-D308 D Berlin B 1992 Wunde m 86 23F 0,250 0,25 0,06 0,06 2 8 7 13 8 6 6 6 8 361d 
RKI 682 D München BY 2000 Blut m 2 23F 0,250 0,06 0,125 0,06 0,5 0.125 7 13 8 6 6 65c 8 360d 
RESP 95 D Leverkusen NRW 1998 NP w 32 23F 0,125 0.125 8b 0.125 32 1 15 13 4 21 30 1 14 362e 
RESP 798 D Weiden BY 1999 NP m 4 23F 0,125 0.06 0.06 0.06 0.25 0.125 1 8 4 2 6 4 6 355f 
PS 1374 D Jena TH 1994 k.A. m 5 23F 0,500 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5 1 5 9 5 6 3 65 353 
PS 2031 D Frankfurt 
a.M. 
HS 1996 Liquor m 9 23F 0,250 0,125 0,06 0,06 0,5 4 1 5 9 5 15 3 8 354 
RESP 801 D Neukirchen S 1999 Konj m 1 23F 0,125 0.06 0.06 0.125 0.125 1 1 13 27 20 6 1 1 356 
RKI 243 D Stuttgard BW 1998 Blut k.A. 1 23F 0,250 0,125 0,06 0,06 0,06 0.125 7 13 8 6 15 20 14 357 
PS 2260 D Erlangen BY 1996 Konj m 4 M 23F 0,250 0,25 0,06 0,06 0,5 0,13 7 13 8 6 15 74c 6 358 
                       
                       
Tabelle 4: Isolate des Fallbespiels               
          MHK (mg/l)        Allele     
                       
Stamm Land Ort BL Jahr Material Ge- 
schlecht
Alter Sero-
typ 
PEN CET ERY CLI TET COT aroE gdh gki recP spi xpt ddl ST 
RRR226 D München BY 2000 Ohr m 2 10A k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 13 7 4 2 10 1 27 97 
variant 
RRR227 D München BY 2000 Lunge m 2 10A k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 13 7 4 2 10 1 27 97 
variant 
RRR228 D München BY 2000 NP w 3 10A k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 7 7 4 2 10 1 27 97 
variant 
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a: erm-positiv 
b: mef-positiv 
c: neues Allel 
d: Variant des ST 277 
e: Variant des ST 242 
f: Variant des ST 33 bzw. 37 
g: am Main 
 
Abkürzungen: 
 
D: Deutschland; DM: Dänemark; N: Norwegen; NL: Niederlande; P: Polen; SP: Spanien; TW: Taiwan; VI: Vietnam 
 
BL: Bundesland; B: Berlin; BW: Baden-Württemberg; BY: Bayern; HH: Hamburg; HS: Hessen; NS: Niedersachsen;  
S: Sachsen; TH: Thüringen 
 
BS: Bronchialsekret; Konj.: Konjunktiva; NNH: Nasennebenhöhlen; NP: Nasopharynx; PS: Pleurasekret; TS: Trachealsekret 
 
m: männlich; w: weiblich 
 
PEN: Penicillin; CET: Cefotaxim; ERY: Erythromycin; CLI: Clindamycin; TET: Tetracyclin; COT: Cotrimoxazol 
 
M: Monate; R: resistent: k.A.: keine Angaben 
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